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1 Einleitung
1.1 Neurodegenerative Erkrankungen 
1.1.1 Was verstehen wir unter neurodegenerativen Erkrankungen? 
Unter neurodegenerativen Erkrankungen verstehen wir eine heterogene Gruppe in der Regel 
langsam fortschreitender Erkrankungen des zentralen Nervensystems, die sowohl sporadisch 
als auch hereditär auftreten können und mit der Schädigung und dem Untergang von 
Neuronen verbunden sind. 
Der Neuronenverlust ist besonders zu Beginn einer neurodegenerativen Erkrankung selektiv 
auf die Nervenzellpopulation einer bestimmten funktionellen Einheit beschränkt, wie z. B. auf 
das dopaminerge nigrostriatale System beim Morbus Parkinson oder auf die Neurone des 
Hippocampus und des Kortex beim Morbus Alzheimer. Da Neurone postmitotische Zellen 
sind, ist deren Verlust irreversibel und resultiert je nach betroffenem Areal in 
unterschiedlichen progredienten neurologischen Symptomen, z. B. einer Demenz oder 
Bewegungsstörungen, die auch in Kombination auftreten können. Allen neurodegenerativen 
Erkrankungen gemeinsam ist die starke Abnahme der Lebensqualität sowie die direkt und 
durch Komorbidität erhöhte Letalität [1, 2]. 
Die Ursachen für das Auftreten einer neurodegenerativen Erkrankung sind bis heute kaum 
geklärt. So sind auch noch keine Therapiekonzepte etabliert, die an dem Ursprung der 
Erkrankungen ansetzen. Es gibt vermehrt wissenschaftliche Belege dafür, dass es sich als 
Ursache neurodegenerativer Erkrankungen um eine Kombination aus endogenen und 
exogenen Faktoren handelt [3-6].  
So heterogen die Gruppe neurodegenerativer Erkrankungen auch ist, zeigte die Forschung der 
vergangenen Jahre die Gemeinsamkeit, dass eine Vielzahl dieser mit zentralnervösen 
Entzündungsvorgängen einhergeht. Ob diese Entzündungsreaktion Ursache oder Folge einer 
Neurodegeneration ist, ist bislang unklar. Da sie aber die Erkrankung unterhält, verspricht 
deren Eindämmung das Krankheitsfortschreiten zu verlangsamen und Symptome zu 
lindern [6, 7]. 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1.1.2 Welche neurodegenerativen Erkrankungen gibt es? 
Die Anzahl der verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen wird heutzutage auf 
mehrere Hundert geschätzt, wobei sich viele in ihrer klinischen Präsentation sowie Pathologie 
überlappen. Hinzu kommt, dass einige Erkrankungen als Multisystematrophie unter-
schiedliche Abschnitte des ZNS betreffen können, mit der Folge unterschiedlicher klinischer 
Erscheinungen, je nach Kombination der Läsionen [8]. Dementsprechend gestaltet sich eine 
einheitliche, übersichtliche und klinisch praktikable Klassifikation als schwierig [1]. Neben 
älteren Klassifikationen, die neurodegenerative Erkrankungen anhand der prädominanten 
Läsion des ZNS und den führenden klinischen Symptomen einteilen, werden durch neue 
neuropathologische Untersuchungsmethoden Einteilungen anhand molekularer Charakte-
ristika geschaffen. So lassen sich u. a. folgende Gruppen unterscheiden: Trinukleotid-Repeats 
(z. B. Morbus Huntington, Spinale Cerebelläre Atrophie, Myotone Dystrophie), Prionen-
Erkrankungen (z. B. Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung, Gerstmann-Straussler-Scheinker 
Syndrom), Synukleinopathien (z. B. Morbus Parkinson, Progressive Supranukleäre Lähmung, 
Diffuse Lewy-Körperchen Demenz) und Tauopathien (z. B. Kortikobasale Degeneration, 
FTDP-17 (frontotemporal dementia and parkinsonism linked to chromosome 17)). Da 
weiterhin Fälle beschrieben sind, die sich sowohl klinisch als auch molekularpathologisch 
mehreren Gruppen zuordnen lassen, wird von einigen Autoren das Modell eines Kontinuums 
neurodegenerativer Erkrankungen propagiert [1, 9-11]. 
Im Folgenden werden die zwei neurodegenerativen Erkrankungen „Morbus Parkinson“ und 
„Morbus Alzheimer“ kurz vorgestellt. 
1.1.2.1 Morbus Parkinson 
Der Morbus Parkinson (M. Parkinson, Idiopathisches Parkinson-Syndrom, Paralysis agitans), 
welcher 1817 erstmals von James Parkinson beschrieben wurde, ist die am häufigsten 
auftretende Bewegungsstörung jenseits des 65. Lebensjahres. Während eine hereditäre Form 
des M. Parkinson bekannt ist, handelt es sich in 95 % der Fälle um eine sporadische 
Erkrankung [12]. Sie ist gekennzeichnet durch die Symptome Akinese, Rigor, Ruhetremor 
und posturale Instabilität. Typischerweise beginnen die Symptome einseitig und breiten sich 
im Verlauf der Krankheit auch auf die kontralaterale Körperhälfte aus. Starthemmung und 
Bewegungsblockaden („freezing“), Beeinträchtigung der Artikulation und Phonation, 
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Hypomimie, vegetative Störungen und depressive Verstimmtheit sind weitere typische 
Begleitsymptome. Ursache der Erkrankung ist ein langsam progredienter Untergang der 
neuromelaninhaltigen dopaminergen Neurone in der Substantia nigra pars compacta (SNpc) 
des Mittelhirns. Dabei korreliert das Ausmaß des Dopaminmangels mit der Ausprägung der 
Akinese. Erste motorische Symptome treten ab einem Neuronenverlust in der SNpc von etwa 
50 - 70 % auf [12-14]. Neben dem dopaminergen können auch weitere Neurotransmitter-
systeme betroffen sein: das noradrenerge (Locus coeruleus), das serotonerge (Raphe-Kerne) 
und das cholinerge (dorsaler Vaguskern und Nucleus basalis Meynert) System sowie Neurone 
des Bulbus olfactorius [15].  
Ein histopathologisches Merkmal dieser Erkrankung ist das Vorkommen eosinophiler, 
zytoplasmatischer Einschlusskörperchen in den degenerierten Neuronen. Diese sogenannten 
Lewy-Körperchen bestehen aus fibrillären, fehlgefalteten Proteinen; u. a. aus ubiquiniertem α-
Synuklein, Parkin, Synphilin, Neurofilamenten und Proteinen synaptischer Vesikel [2, 13].  
Die Ursache für das Neuronensterben ist bis heute nicht eindeutig geklärt. Diskutiert wird 
eine Kombination aus exogenen und endogenen Einflüssen. Als exogene Risikofaktoren 
gelten v. a. Infektionen und Toxine (z.B. Schwermetalle und Pestizide). Als wichtigster 
endogener Risikofaktor gilt das Altern. Zusätzlich sind verschiedene genetische 
Prädisposition beschrieben, die zu Protein- oder Stoffwechselanomalien führen, z. B. α-
Synuclein-Mutationen oder Mutationen in mitochondrialer DNA mit der Folge der 
Aggregation und Akkumulation fehlerhafter Proteine. Als Folge wird ein direktes 
Neuronensterben bedingt durch die Proteinaggregate sowie durch neuroinflammatorische 
Prozesse und oxidative Stressmechanismen vermutet [16-18]. 
Da die genaue Ätiologie der Erkrankung nicht verstanden ist, ist bislang kein kausales 
Therapiekonzept verfügbar. Aktuelle Therapieregime zielen v. a. darauf ab, die 
Dopaminkonzentration der SNpc zu erhöhen oder agonistisch am Dopamin-D2-Rezeptor zu 
wirken. Diese Therapie wird allerdings besonders bei fortgeschrittener Erkrankung von 
erheblichen Nebenwirkungen begleitet. Durch den weiterhin bestehenden progredienten 
Neuronenverlust ist ihre Wirksamkeit auch nur auf einige Jahre begrenzt. In manchen Fällen 
bieten Anticholinergika oder Medikamente, die die Acetylcholin-Freisetzung verringern, eine 
ergänzende Therapie. Des Weiteren gibt es die Möglichkeit der stereotaktischen Operation, 
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bei der ein Hirnschrittmacher thalamisch zur Unterbrechung eines dominanten Tremors oder 
subthalamisch zur symptomatischen Therapie eines Rigors implantiert wird [12, 19]. 
Durch die Erkenntnis, dass neuroinflammatorische Prozesse maßgeblich am Krankheits-
fortschreiten beteiligt sind, liegt die Hypothese nahe, dass antiinflammatorische und 
antioxidative Medikamente die Progredienz der Erkrankung verlangsamen und Symptome 
lindern können. 
1.1.2.2 Morbus Alzheimer 
Der Morbus Alzheimer (M. Alzheimer) wurde 1906 erstmals durch den deutschen Psychiater 
und Neuropathologen Alois Alzheimer beschrieben [6]. Während seiner ärztlichen Tätigkeit 
behandelte er eine 51-jährige Patientin mit einer 5-jährigen Krankheitsgeschichte einer 
progredienten Einschränkung der Merkfähigkeit und kognitiven Leistung in Kombination mit 
sozialer Auffälligkeit, Wahnvorstellungen und Verwirrtheit. Dieser Symptomkomplex 
beschreibt die heute nach ihm benannte Alzheimer-Krankheit. Nach dem Tod der Patientin 
untersuchte Alois Alzheimer ihr Gehirn und beschrieb neben auffallend vielen 
untergegangenen Nervenzellen extrazelluläre Eiweißablagerungen (Senile Amyloid Plaques) 
in der Hirnrinde sowie intrazelluläre Bündel von Neurofibrillen (neurofibrillary tangles, 
NFTs) [20]. Die Neurodegeneration beginnt im Temporal- und Parietallappen des zerebralen 
Kortex und schreitet mit der Zeit in den Hippocampus und die Amygdala fort [21]. 
Amyloid-Plaques (Amyloid-β-Aggregate, Aβ-Aggregate) sind extrazelluläre Ablagerungen 
von β-Amyloid (Aβ1-42 und Aβ1-40), die durch ein verändertes Zerschneiden des Amyloid-
Vorläufer-Proteins (amyloid precurser protein, APP) entstehen [6, 22]. Diese treten bereits in 
einem frühen Stadium der Erkrankung auf, noch bevor sich erste Symptome manifestieren 
[23]. Neben direkten toxischen Effekten auf die umliegenden Neurone [24], rekrutieren Aβ-
Aggregate die Immunzellen des ZNS, die sogenannten Mikroglia, und aktivieren diese [25]. 
Die Folge ist die Freisetzung von proinflammatorischen Mediatoren wie Stickstoffmonoxid 
(NO), Reaktiver Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS), proinflammatorischen 
Zytokinen (u. a. Tumornekrosefaktor (TNF)-α, Interleukin (IL)-1β, Interleukin (IL)-6), 
Chemokinen sowie Prostaglandinen [6, 21]. Da die Aβ-Aggregate im proinflammatorischen 
Zustand der Mikroglia nicht von diesen beseitigt werden können, entsteht eine chronische 
Neuroinflammation, die das Krankheitsfortschreiten unterhält [26-29].  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NFTs sind hyperphosphorylierte Tau-Proteine, die ihre Funktion der Stabilisierung von 
Mikrotubuli, welche in hoher Anzahl in Neuronen vorkommen, verloren haben und sich in 
Bündeln intrazellulär ablagern. Ob das Auftreten von NFTs einen kausalen Zusammenhang 
mit dem neuronalen Untergang hat, ist bis heute nicht endgültig geklärt. Untersuchungen 
zeigten jedoch, dass das Krankheitsfortschreiten mit einer zunehmenden Akkumulation der 
NFTs korreliert [23]. Weiterhin verdichten sich Hinweise, dass sich Mikroglia um die 
Neurofibrillen sammeln und durch phosphoryliertes Tau ebenfalls in einen proinflamma-
torischen Zustand versetzt werden [30-32]. 
Für die Beteiligung neuroinflammatorischer Prozesse beim M. Alzheimer spricht auch der 
Nachweis einer steigenden Anzahl aktivierter Mikroglia mit der Progression der 
Krankheit [21]. 
1.1.3 Gesundheitsökonomische Bedeutung der neurodegenerativen Erkrankungen 
Das Altern gilt als größter Risikofaktor um an einem M. Parkinson oder einer Alzheimer-
Demez zu erkranken [33]. Während in der Altersgruppe der 55- bis 69-Jährigen unter 0,1 % 
von einem M. Parkinson betroffen sind, steigt die Prävalenzrate exponentiell auf 2,2 % der 
über 85-Jährigen (Abb. 1 A) [18]. Ein noch deutlicher Anstieg lässt es sich beim 
M. Alzheimer feststellen: In der Altersgruppe der 65- bis 69-Jährigen sind in Europa 0,7 % 
der Frauen und 0,6 % der Männer betroffen, in der Altersgruppe der über 90-Jährigen 
hingegen 23,6 % der Frauen und 17,6 % der Männer (Abb. 1 B) [34]. 
Abb. 1: Prävalenzrate des M. Parkinson und des M. Alzheimer in den unterschiedlichen Altersgruppen. 
Statistiken zufolge ist sowohl beim M. Parkinson (A, modifiziert nach Gerlach et al. (2007) [18]) als auch beim 
M. Alzheimer (B, [34]) eine mit dem Alter exponentiell ansteigende Prävalenzrate zu verzeichnen. M = Männer; 
F = Frauen. Angegeben in Prozent. 
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Da aktuelle Vorausberechnungen einen demographischen Wandel hin zu einer alternden 
Bevölkerung in Deutschland prognostizieren, bedeutet dies gleichermaßen eine steigende 
Prävalenz neurodegenerativer Erkrankungen. Für das Jahr 2060 wird ein Anstieg der 
Altersschicht der 65- bis unter 80-jährigen in Deutschland je nach Zuwanderungsstärke um 8 
bis 14 % vorausgesagt. Die Altersgruppe der über 80-Jährigen soll sich bis 2060 mehr als 
verdoppeln [35]. Aus diesem Grund wird der Erforschung möglicher Therapien 
neurodegenerativer Erkrankungen nicht nur eine hohe medizinische, sondern auch eine 
gesundheitsökonomische Bedeutung beigemessen. Sollten keine effizienten Therapeutika 
gefunden werden, wird ein Prävalenzanstieg der Alzheimer-Demenz in Deutschland von 
geschätzten 590 000 bis 710 000 im Jahr 2002 auf 1 480 000 bis 1 780 000 im Jahr 2050 
prognostiziert [34]. 
1.2 Neuroinflammation 
Inflammatorische Prozesse spielen eine essentielle Rolle bei der Eliminierung von 
schädlichen Mikroorganismen sowie dem Abbau nekrotischen Gewebes und abgelagerter 
Substanzen (z. B. Protein-Aggregaten). Sie stellen eine für den Organismus lebensnotwendige 
Funktion dar. Eine überschießende oder auch chronische Immunantwort hat jedoch v. a. eine 
Schädigung des körpereigenen Gewebes zur Folge. Im zentralen Nervensystem kann dies 
verheerende Auswirkungen haben. Neurone sind empfindliche Zellen, die einen 
langanhaltenden Einfluss toxischer Moleküle, freigesetzt von aktivierten Immunzellen, nicht 
standhalten können. Da die Möglichkeit der Regeneration der postmitotischen Zellen begrenzt 
ist, ist eine Wahrung des Gleichgewichts aus Pro- und Antiinflammation im ZNS von enormer 
Bedeutung [26, 36]. Auch wenn eine chronische Neuroinflammation vielleicht nicht die 
primäre Ursache darstellt, ist sie bei einer Vielzahl der neurodegenerativen Erkrankungen 
beteiligt. Durch die Selbstunterhaltung der für das ZNS schädigenden Entzündungsprozesse 
tragen diese maßgeblich zum Krankheitsfortschreiten bei [6]. 
Um geeignete therapeutische Angriffspunkte zur Wiederherstellung einer Homöostase aus 
Pro- und Antiinflammation bei neurodegenerativen Erkrankungen zu finden, ist es wichtig, 
das Immunsystems des ZNS zu verstehen.  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1.2.1 Das Immunsystem des Zentralen Nervensystems 
Das Zentrale Nervensystem unterscheidet sich in immunologischer Hinsicht maßgeblich von 
anderen Organen. Es wird, ähnlich der Testes oder der Vorderkammer des Auges, als 
„immunprivilegiert“ bezeichnet. Unter immunprivilegiert versteht man den Zustand einer 
reduzierten Aktivierbarkeit des adaptiven und angeborenen Immunsystems. Im ZNS scheint 
eine immunologische Toleranz gegenüber Fremdantigenen deren Elimination überlegen, um 
einem Kollateralschaden des schlecht regenerationsfähigen Gewebes vorzubeugen [37]. 
Heutzutage wird das Immunsystem des ZNS als aktives, hochreguliertes System verstanden 
[36, 38]. Es zeichnet sich durch folgende Eigenschaften aus: 
(1)  Die Blut-Hirn-Schranke fungiert als eine anatomische und physiologische Barriere, 
die das ZNS von äußeren, schädlichen Substanzen und Organismen abschirmt und als 
immunologische Barriere die unbegrenzte Einwanderung von peripheren Leukozyten über 
den Blutstrom limitiert [36, 38-40]. 
(2)  Das Zentrale Nervensystem zeichnet sich durch das Fehlen von Lymphgefäßen aus. 
Dennoch erhalten Antigene des ZNS durch die Drainage interstitieller Flüssigkeit über 
periarterielle Wege des Hirngewebes und der Meningen Anschluss an zervikale Lymphknoten 
und können dort prozessiert werden [37, 38, 41, 42]. 
(3)  Das Zentrale Nervensystem hat aufgrund eines Mangels an antigenpräsentierenden 
Zellen (antigen-presenting cells, APCs) und der niedrigen Expression von Haupthisto-
kompatibilitätskomplex (major histocompatibility complex, MHC) Klasse I und II Molekülen 
nur eine begrenzte Kapazität Antigene zu prozessieren und zu präsentieren [37, 38, 40, 42, 
43]. Da Lymphozyten nur im aktivierten Zustand die Blut-Hirn-Schranke überwinden können, 
muss eine Immunantwort peripher initiiert werden [37, 42]. Gleichzeitig ist die Konzentration 
an Komplementfaktoren in der Extrazellulärflüssigkeit des ZNS sehr gering, wodurch die 
Möglichkeit Antikörper-vermittelter Entzündungsvorgänge reduziert wird [37]. 
(4)  Periarterielle Astrozyten und Mikroglia bilden eine immunologische Barriere, die die 
Einwanderung von peripher aktivierten T-Zellen kontrolliert und limitiert. Sobald aktivierte T-
Zellen die Blut-Hirn-Schranke überwinden, kommen sie in den Kontakt mit den Fortsätzen 
dieser Gliazellen und können ein durch FAS/FAS-L-vermitteltes Apoptose-Signal erhalten, 
bevor sie wieder Anschluss an periphere Lymphorgane erlangen und eine systemische 
Immunreaktion auslösen [38, 44, 45].  
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(5)  Das ZNS ist gekennzeichnet durch ein immunmodulierendes Milieu. Mikroglia, 
Astrozyten und Neurone sezernieren Zytokine, die die Immunreaktionen regulieren [40]. 
Mit der Entdeckung der Gliazellen wurde dieses Konzept in der Hinsicht erweitert, dass das 
ZNS ein eigenes, aus Pro- und Antiinflammation fein abgestimmtes endogenes Immunsystem 
aufweist [36]. 
1.2.2 Die Gliazellen 
Eine eigene Zellpopulation des ZNS als abgrenzbare Zellen zu den Neuronen wurde 1856 
erstmals durch Rudolf Virchow beschrieben. Zu damaliger Zeit war man sich des Umfangs 
der Funktionen dieser Zellen zur Aufrechterhaltung der Homöostase des ZNS noch nicht 
bewusst. So wurde der Name „Gliazellen“, abgeleitet aus dem griechischen Wort „glia“ für 
„Leim“, eingeführt, da lediglich von einer Stütz- und Haltefunktion ausgegangen wurde. Im 
Jahr 1919 beschrieb Pio del Rio-Hortega erstmals die Unterscheidung der Gliazellen in drei 
unterschiedliche Zelltypen: die Mikroglia, die Astrozyten und die Oligodendrozyten [46]. 
Während die Oligodendrozyten mit ihren zellulären Fortsätzen die Axone der Neurone 
elektrisch isolieren und somit die Fortleitung der Aktionspotentiale unterstützen, sind die 
Mikroglia die residenten Gewebsmakrophagen des ZNS. Die Astrozyten sind u.a. für die 
Aufrechterhaltung des Mikromileus zuständig, jedoch auch maßgeblich an der Steuerung der 
Immunreaktionen beteiligt. 
1.2.2.1 Mikroglia 
Um die Limitation der Immunabwehr durch die o. g. Mechanismen des Immunprivilegs zu 
kompensieren, besteht das ZNS zu einem großen Anteil aus Mikroglia, den ortsständigen 
Zellen des mononukleären Phagozytensystems, die gleichzeitig als APCs fungieren. Mit 
lokalen Schwankungen besteht ihr Anteil an den Zellen des Gehirns im Durchschnitt 
12 % [40]. Es gibt keine Region, in der die Mikroglia nicht vorkommen, damit eine schnelle 
Immunantwort stets gewährleistet ist [47].  
Die Aufgaben der Mikroglia übersteigen jedoch bei Weitem die alleinige Beseitigung von 
eindringenden Mikroorganismen. Sie haben eine große Bedeutung im Rahmen der 
Geweberegeneration des ZNS, indem sie geschädigte Zellen, die das neuronale Gefüge stören 
würden, sowie schädlichen Zelldebris phagozytieren. Durch die Freisetzung von Faktoren und 
Einleitung !9
Zytokinen wie dem transformierenden Wachstumsfaktor (Transforming Growth Factor, 
TGF)-β1 fördern sie die Gewebereparatur, die adulte Neurogenese und das gliale Wachstum 
[48, 49]. Durch das Beseitigen nicht funktionsfähiger Zellen, Dendriten und Synapsen 
schaffen sie Platz für neue neuronale Verknüpfungen [36, 49, 50]. Des Weiteren sind die 
Mikroglia entscheidend an der ZNS-Ontogenese beteiligt, indem sie zum einen Neurone, 
Astrozyten und Oligodendrozyten in ihrem Wachstum fördern, zum anderen überflüssige 
Zellen phagozytieren [36, 51-53]. Zusätzlich zeigen Studien, dass die Mikroglia bei einem 
gestörten Gleichgewicht des ZNS auch eine neuroprotektive Funktion einnehmen können: So 
exprimieren sie unter bestimmten Voraussetzungen das Glutamat-Wiederaufnahme-Protein 
Glutamat Transporter (GLT)-1. Glutamat führt bei exzessiver Freisetzung, z. B. im Rahmen 
neurodegenerativer Erkrankungen, über die Aktivierung der N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-
Rezeptoren der Neurone zu einem toxischen Anstieg des neuronalen intrazellulären 
Kalziumspiegels und damit konsekutiv zum Zelltod („Exzitotoxizität“) [54-56]. 
Bereits del Rio-Hortega beschrieb zwei unterschiedliche Zustandsformen der Mikroglia: den 
ruhenden, ramifizierten und den aktivierten, amöboiden Phänotyp [46]. Unter physiologischen 
Bedingungen zeigt sich die Mikroglia in ihrer ramifizierten Form, antiinflammatorische und 
neurotrophe Faktoren produzierend [6]. Sie hat einen kleinen, dunklen Zellkern, umgeben von 
einer dünnen Schicht Zytoplasma, und lange, komplex geformte Zellfortsätze [46]. Mit diesen 
„beobachtet“ sie u.a. durch Pinozytose sowie durch Interaktion mit Neuronen ständig ihre 
Mikroumgebung auf mögliche Pathogene, biochemische Alterationen, geschädigte Neurone 
und schädlichen Zelldebris [6, 48, 57]. Man schätzt, dass die Mikroglia das gesamte ZNS 
innerhalb weniger Stunden überprüfen können. Sie bauen ihre Zellfortsätze, durch welche sie 
sich Filopodium-ähnlich fortbewegen können, kontinuierlich um, um dabei das fein 
verknüpfte Neuronennetzwerk nicht zu stören, in welchem sie eingebettet sind [49]. Nach 
dem heutigen Stand der Wissenschaft entspricht ihr Zustand einer aktiven, „wachsamen“ 
Zelle, die auf geringste Änderungen des extrazellulären Milieus reagiert, und keinesfalls 
einem „ruhenden“ Zustand, wie Hortega sie initial beschrieb [48, 49]. In dieser Form 
exprimiert sie nur eine geringe Menge der Proteinkomplexe MHC-I und -II sowie der 
kostimulatorischen Moleküle CD85 und CD40, die für eine effiziente Antigen-Präsentation 
benötigt werden [53].  
Entdeckt die Mikroglia ein Pathogen oder eine Änderung der Homöostase des ZNS, beginnt 
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die Transformation zum aktivierten Phänotyp [6, 46]. Dieser zeichnet sich durch eine 
Hypertrophie der Zelle bei Verkürzung und Rarefizierung der Zellfortsätze aus. Das 
Zytoplasma wird dichter und bildet retikuläre Strukturen. Die verbliebenen kurzen 
Zellfortsätze werden kräftig und weisen, wie durch Hortega beschrieben, „dornenartige 
Spitzen“ auf [46].  
Die Aktivierung der Mikroglia führt zur gesteigerten Proliferation, Motilität, phagozytischen 
Aktivität sowie zu der Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen und reaktiven 
Nitrogen- und Sauerstoffspezies [21, 53, 58]. Weiterhin steigert sie die Expression von MHC-
I und -II sowie der kostimulatorischen Moleküle und agiert nun als Schlüsselzelle der 
angeborenen sowie adaptiven Immunantwort. Durch die Freisetzung von Chemokinen kann 
sie weitere Immunzellen zum Ort des Geschehens anziehen und ist befähigt sowohl CD4+- als 
auch CD8+-T-Zellen zu stimulieren [53]. Dieser Phänotyp der „klassischen Aktivierung“ wird 
in Anlehnung an die unterschiedlichen Aktivitätsprofile der Makrophagen als pro-
inflammatorischer M1-Typ bezeichnet. Im Gegensatz dazu können Mikroglia auch den 
„alternativ aktivierten“, immunsuppressiven Phänotyp M2 einnehmen, der sich durch die 
Expression von Genen auszeichnet, die die Inflammation beenden und die Phagozytose von 
Zelldebris und fehlgefalteten, aggregierten Proteinen sowie die Gewebereparatur und die 
Rekonstruktion der extrazellulären Matrix einleiten. Physiologischerweise gehen Mikroglia 
nach Beseitigung der Pathogene in diesen Zustand über. Er ist gekennzeichnet durch die 
Expression der antiinflammatorischen Zytokine IL-10, IL-4, IL-13 und TGF-β sowie einiger 
weiterer antiinflammatorischer Mediatoren [7, 59, 60]. Zusätzlich exprimiert der M2-
Phänotyp neuroprotektive Faktoren, wie den insulinähnlichen Wachstumsfaktor (insulin-like 
growth factor, IGF)-1. Der „deaktivierte“ mikrogliale Phänotyp wird ebenfalls dem M2-Typ 
zugeordnet [60]. Bei dieser Einteilung handelt es sich jedoch um ein simplifiziertes Modell, 
da die Zellen sowohl Gene, die dem M1-Typ als auch solche, die dem M2-Typ zugeordnet 
werden, simultan exprimieren können [7].  
Mikroglia erkennen eine große Anzahl diverser Moleküle, die zu einer Transformation in den 
klassisch aktivierten Phänotyp führen. All diesen Molekülen ist gemeinsam, dass sie eine 
Schädigung der strukturellen und funktionellen Integrität des ZNS anzeigen. So reagieren 
Mikroglia auf Moleküle, die physiologischerweise nicht im ZNS vorkommen (z. B. 
mikrobielle Strukturen oder Serumkomponenten), eine kritische Konzentration übersteigen 
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(z. B. pathologische Neurotransmitterkonzentrationen), einen spezifischen funktionellen 
Status darstellen (z. B. Immunglobulin-Antigen-Komplexe oder opsonierte Mikroorganismen) 
oder sich in einer abnormen Konfiguration präsentieren (z. B. β-Amyloid bei M. Alzheimer 
oder α-Synuclein beim M. Parkinson) [7, 49, 53]. Auch die Astrozyten können die Mikroglia 
durch Zytokinfreisetzung aktivieren [14, 61, 62].  
Durch Stimulation mit den antiinflammatorischen Zytokinen IL-4, IL-13, TGF-β sowie 
geringen Konzentrationen an Interferon (IFN)-γ, freigesetzt durch umliegende Neurone, 
Astrozyten oder auch T-Helferzellen, werden die Mikroglia wieder in den neuroprotektiven 
M2-Typ versetzt, um die Immunreaktion aufzulösen und die Gewebereparatur einzuleiten [49, 
53, 62].  
In der Regel ist die mikrogliale Aktivität selbstlimitierend [6]. Sie sollte primär als 
Abwehrmechanismus angesehen werden sowie als Voraussetzung zur Gewebereparatur. Im 
Rahmen neurodegenerativer Erkrankungen liegt das Gleichgewicht jedoch auf Seite der 
klassisch aktivierten M1-Mikroglia mit der Folge der überwiegenden Produktion zell-
schädigender Substanzen [7, 60]. 
1.2.2.2 Astrozyten 
Die sich aus dem Neuralrohr entwickelnden, sternförmig verzweigten Astrozyten bilden die 
Mehrheit der Gliazellen des ZNS. Mit ihren langen Zellfortsätzen durchsetzen sie jede Lücke 
zwischen den Perikarya, Axonen und Synapsen der Nervenzellen und bilden mittels gap 
junctions ein gekoppeltes „funktionelles Netzwerk“. Man unterscheidet die Zellen je nach 
Reichtum an Intermediärfilamenten in fibrilläre und protoplasmatische Astrozyten. Die 
fibrillären sind v. a. in der weißen Substanz des Gehirns zu finden, die protoplasmatischen in 
der grauen Substanz. Es sind vielfältige Funktionen der Zellen bekannt. Durch ihre 
zahlreichen Intermediärfilamente, die bis in die Zellfortsätze reichen, erhalten sie 
mechanische Stabilität und agieren als Stützzellen des ZNS. Ihre weitere Aufgabe besteht in 
der Aufrechterhaltung des zentralnervösen Mikromileus. Sie nehmen Neurotransmitter auf 
und degradieren diese, konvertieren Nährstoffe und transportieren sie zu den Neuronen, 
kontrollieren die extrazelluläre Ionenzusammensetzung, metabolisieren neuronale 
Stoffwechselprodukte und schützen vor oxidativem Stress [7, 63]. Des Weiteren sind sie 
maßgeblich an der synaptischen Plastizität beteiligt [64]. Bei Verletzungen innerhalb des ZNS 
Einleitung !12
proliferieren die Zellen und bilden eine Glianarbe. Nicht zuletzt sind sie an der Steuerung der 
Immunreaktionen mitbeteiligt und sind sogar zur Antigenpräsentation fähig [63, 65]. So ist 
die zielgerichtete Bewegung der Mikroglia zu dem Ort einer Pathologie von Astrozyten 
abhängig [49].  
Lange Zeit galten Astrozyten als die neuroprotektiven Zellen des ZNS, die Faktoren wie den 
Nervenwachstumsfaktor (nerve growth factor, NGF), den Wachstumsfaktor brain-derived 
neurotrophic factor (BDNF) und Neurotrophin (NT)-3 sowie antioxidative Enzyme 
exprimieren. Heute ist bekannt, dass sie im Rahmen neurodegenerativer Erkrankungen auch 
proinflammatorisch agieren [27, 65, 66]. Nach ihrer Aktivierung, z. B. durch IL-1β oder TNF-
α, können sie die gleichen proinflammatorischen Zytokine wie Mikroglia freisetzen und eine 
neuroinflammatorische Reaktion verstärken [67-71]. Über den Kolonie-stimulierenden Faktor 
(colony stimulating factor, CSF)-1 induzieren sie die Proliferation der Mikroglia [72]. Ob von 
Astrozyten auch oxidative Stressmechanismen ausgehen, ist umstritten. Einige Autoren 
beschreiben, dass Astrozyten nach Stimulation mit TNF-α und IL-1β verstärkt induzierbare 
NO-Synthase (iNOS) und neutrophil cytosolic factor (Ncf) 1 exprimieren. Diese sind 
essentielle Enzyme für die Produktion von NO und ROS [14]. Durch eine chronische 
Expression von IL-6 durch Astrozyten verhindern sie sogar eigenständig die ihnen sonst 
zugeschriebene Neurogenese [66]. 
1.2.3  Mediatoren der Neuroinflammation 
Die Neuroinflammation ist gekennzeichnet durch eine exzessive Produktion von 
verschiedenen proinflammatorischen Mediatoren, wie z. B. NO und den Zytokinen TNF-α, 
IL-6 und IL-1β [6]. Diese werden im Folgenden kurz beschrieben: 
(1) Stickstoffmonoxid und induzierbare NO-Synthase: NO ist ein flüchtiges Gas mit einer 
Halbwertszeit im Sekundenbereich, welches durch NO-Synthasen aus der Aminosäure L-
Arginin u. a. durch Endothelzellen, Neurone, Astrozyten und Immunzellen, wie Makrophagen 
und Mikroglia, synthetisiert wird. Je nach Gewebe und Konzentration sind unterschiedliche 
Wirkungen von NO bekannt.  
Im Bereich der Skelettmuskulatur sowie am Herzen kommt Stickstoffmonoxid v. a. eine 
vasodilatatorische Wirkung zu. Von Neuronen in geringer Konzentration sezerniert, wirkt es 
als Neurotransmitter durch rasche Diffusion auf größere Bereiche des ZNS. Des Weiteren 
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nimmt es Einfluss bei Differenzierungs- sowie Regenerationsprozessen von Neuronen nach 
einer ZNS-Schädigung [73]. Durch Makrophagen und Mikroglia in 1000fach höherer 
Konzentration und über einen längeren Zeitraum freigesetzt, dient NO als toxische Substanz 
der Immunabwehr [74]. Dabei führt NO zur Hemmung der mitochondrialen Atmungskette 
und somit durch Störung der Energieversorgung zum konsekutiven Zelltod [75]. Weiterhin 
reagiert NO mit Superoxidanionen (O2-), welche ebenfalls von Mikroglia nach ihrer 
Aktivierung freigesetzt werden, zu reaktiver Stickstoffspezies (reactive nitrogen species, 
RNS), wie dem toxischen Metaboliten Peroxinitrit (ONOO-) [21].  
Im Rahmen neurodegenerativer Erkrankungen führt die exzessive Freisetzung von NO 
gemeinsam mit ROS zu einem verheerenden Ungleichgewicht zwischen oxidativen 
Stressmechanismen und antioxidativen Prozessen („oxidative Stresshypothese“). Die 
Proteinnitrierung durch Peroxinitrit [76, 77] sowie die Oxidation von Proteinen, Lipiden und 
DNA durch ROS [78-80] sind wesentliche Mechanismen für die Zelldysfunktion und das 
neuronale Sterben beim M. Parkinson und M. Alzheimer [81, 82]. Folglich werden 
Antioxidantien und Moleküle, die die Bildung von NO und ROS unterbinden, als präventive 
Mechanismen der neuronalen Degeneration angesehen [83].  
Im menschlichen Organismus sind drei verschiedene Hauptgruppen der NO-Synthasen 
bekannt: die konstitutiv exprimierte endotheliale NO-Synthase (eNOS) und neuronale NO-
Synthase (nNOS) sowie die induzierbare NO-Synthase (iNOS). Die iNOS kommt vor allem 
in Mikroglia und Astrozyten vor. Ihre Aktivität ist im Gegensatz zu den anderen NO-
Synthasen nicht regulierbar. Ihre Expression, die v. a. durch den Transkriptionsfaktor nuclear 
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells (NF-κB) vermittelt wird, führt zu einer 
langanhaltend hohen Konzentration an NO [80, 84]. Studien zeigten eine erhöhte iNOS-
Expression in aktivierten Mikroglia bei neurodegenerativen Erkrankungen, sodass dieses 
Enzym ein Schlüsselelement der oxidativen Stressmechanismen im Rahmen der 
Neurodegeneration darstellt [85]. 
(2) Proinflammatorische Zytokine IL-6, IL-1β und TNF-α: Dem Zytokin IL-6 kommen 
nicht nur vielfältige Funktionen im Rahmen von Entzündungsprozessen zu, es fungiert auch 
als Botenstoff in der Hämatopoese, dem Knochenstoffwechsel, dem endokrinen System und 
vielen weiteren Stoffwechselprozessen des menschlichen Organismus [86, 87]. Im ZNS wird 
IL-6 von Mikroglia, Astrozyten und Neuronen v. a. nach einem schädigenden Ereignis u. a. 
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durch NF-κB vermittelt exprimiert [88]. Die Funktionen des Zytokins im ZNS sind dichotom: 
Neben der Regulation inflammatorischer Prozesse ist IL-6 ein essentielles Zytokin für 
regenerative Prozesse im ZNS [71, 89]. Die langanhaltend chronische Exposition mit dem 
Zytokin, wie sie im Rahmen neurodegenerativer Erkrankungen vorkommt, verhindert 
hingegen die Neurogenese [66]. 
IL-1β ist ein Schlüsselmediator im Rahmen des inflammatorischen Geschehens und in 
erhöhter Konzentration beim M. Parkinson und M. Alzheimer nachweisbar [90, 91]. Es wird 
nach Induktion der Immunreaktion im ZNS v. a. durch Mikroglia und Astrozyten freigesetzt. 
Als zentrales proinflammatorisches Zytokin aktiviert IL-1β u. a. über NF-κB und die 
Mitogen-aktivierte Proteinkinasen-Kaskade (MAPK) die Expression von iNOS, TNF-α, IL-6 
und weiteren proinflammatorischen Mediatoren in Mikroglia und Astrozyten [88, 92-97]. 
Zusätzlich erhöht IL-1β durch Aktivierung von Tyrosinkinasen die NMDA-Rezeptor-
Funktion in Neuronen und damit deren Vulnerabilität gegenüber der Glutamat-induzierten 
Exzitotoxizität [98]. In Neuronen-Gliazell-Kokulturen wurde über Aktivierung des IL-1-
Rezeptors (IL-1R) I der Astrozyten direkt die Induktion der Caspase-abhängigen Apoptose 
von Neuronen nachgewiesen [97]. Weiterhin führt eine länger bestehende IL-1β Expression 
im ZNS zu einer Permeabilitätssteigerung der Blut-Hirn-Schranke und durch Induktion der 
Expression von Adhäsionsmolekülen (interzelluläres Adhäsionsmolekül (ICAM)-1, E-
Selectin, P-Selectin) und Chemokinen (CCL2) in Endothelzellen zur Rekrutierung von 
Leukozyten [99, 100].  
In geringer Konzentration und begrenzter Dauer freigesetzt, werden IL-1β hingegen 
neuroprotektive Effekte zugeschrieben: Zum einen wird durch IL-1β die Expression 
neurotropher Faktoren (z. B. NGF) in Astrozyten gefördert und zum anderen die Aktivität 
GABA-erger Neurone hochreguliert [96, 100]. 
Das Zytokin TNF-α hat vielfältige Funktionen im ZNS, die u. a. vom beteiligten TNF-
Rezeptor und von der Dynamik der Freisetzung abhängig sind. Unter physiologischen 
Bedingungen fördert es die Neurogenese und Regeneration der Nervenzellen und reguliert die 
Homöostase der synaptischen Verbindungen („synaptic scaling“) [70, 101]. Gleichzeitig ist es 
als ein zentrales proinflammatorisches Zytokin an der Regulation inflammatorischer Prozesse 
im ZNS beteiligt. So führt TNF-α zur Proliferation und Migration von Immunzellen und kann 
andere Zellen in Apoptose versetzen. Im ZNS wird TNF-α, wie die zuvor beschriebenen 
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Zytokine, hauptsächlich von Mikroglia und Astrozyten freigesetzt [70]. Bei einer Vielzahl 
neurodegenerativer Erkrankungen finden sich erhöhte TNF-α-Spiegel im ZNS, die teilweise 
mit dem Krankheitsfortschreiten korrelieren [70, 90, 102]. Dabei ist neben der Förderung der 
Neuroinflammation auch ein direkt toxischer Effekt auf Neurone beschrieben [103, 104]. 
(3) Antiinflammatorisches Zytokin IL-10: Das Immunsystem hat viele regulatorische 
Mechanismen entwickelt, um einen Schutz vor einer potentiell toxischen Immunantwort in 
Abwesenheit einer Pathologie zu gewährleisten. Zu diesen Regulatoren gehört u. a. das 
antiinflammatorische und neuroprotektive Zytokin IL-10. Die Erhöhung der zerebralen IL-10-
Konzentration stellt einen therapeutischen Ansatzpunkt dar, um einer Neurodegeneration 
entgegenzuwirken [105].  
IL-10 wird im ZNS von Mikroglia, Astrozyten und Neuronen exprimiert [106, 107]. Es sind 
verschiedene Rezeptoren beschrieben, die die IL-10-Expression induzieren. In Mikroglia sind 
dies v. a. die TLRs. Diese führen zu einer Aktivierung von NF-κB und der MAP-Kinasen, 
woraus neben der Expression proinflammatorischer Zytokine auch die Expression von IL-10 
resultiert. Dabei wird die IL-10-Expression allein durch die p55-Untereinheit von NF-κB 
induziert, während die Transkription der proinflammatorischen Zytokine durch die p65-
Untereinheit vermittelt wird. Nach Aktivierung der IL-10-Rezeptoren führen diverse Proteine 
zu einer Inhibierung der p65-Untereinheit und Aktivierung der p55-Untereinheit mit der Folge 
der weiteren Expression von IL-10 bei reduzierter Expression der proinflammatorischen 
Zytokine [107, 108].  
Neben den antiinflammatorischen Eigenschaften von IL-10 sind auch neuroprotektive Effekte 
beschrieben [109-111]. 
1.2.4 Neuroinflammation im Rahmen neurodegenerativer Erkrankungen 
Als Ursache einer entgleisten Entzündungsreaktion werden verschiedene Mechanismen 
diskutiert. Sie kann durch einen persistierenden Stimulus bedingt sein sowie durch das 
Versagen der Auflösung eines pathologischen Zustandes. Ein Beispiel für einen 
persistierenden Stimulus sind die fehlgefalteten Aβ-Aggregate beim M. Alzheimer, die vom 
Immunsystem als „fremd“ oder „gefährlich“ interpretiert werden [26, 112]. In der Folge 
werden Mikroglia aktiviert, die das ZNS mit proinflammatorischen Mediatoren über-
schwemmen, weitere Immunzellen anziehen und Astrozyten aktivieren [27]. Die Kombination 
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von TNF-α oder IL-1β mit IFN-γ induziert die weitere Bildung von Aβ-Aggregaten, welche 
selbst neurotoxische Eigenschaften aufweisen und die Bildung von freien Radikalen 
induzieren [81, 113, 114]. Im klassisch aktivierten Phänotyp M1 ist es den Mikroglia nicht 
möglich die Aβ-Aggregate zu beseitigen [28, 60]. Es resultiert daraus eine sich selbst 
verstärkende Schleife, die bei anhaltender Inflammation die Permeabilität der Blut-Hirn-
Schranke erhöht, mit der Folge des Verlustes des Immunprivilegs und der Migration 
peripherer Immunzellen [53, 100]. Die oben beschrieben proinflammatorischen Mediatoren 
führen zur Ischämie, Demyelinisierung und letztendlich zum Zelltod der umgebenen 
Neurone [112]. Diese werden auch über direkte Zellkontakte mit den Mikroglia in Apoptose 
versetzt [115, 116].  
Auch beim M. Parkinson zeigen sich abgelagerte Proteine als möglicher Auslöser der 
Neuroinflammation: das α-Synuclein der Lewy-Körperchen [7]. Post-mortem 
Untersuchungen der Gehirne von Patienten mit M. Parkinson zeigten eine Ansammlung 
reaktiver, humanes Leukozyten Antigen (HLA)-DR- und CD11b-exprimierender Mikroglia 
um die Lewy-Körperchen in der SNpc [117]. 
1.2.5 Das Altern als Risikofaktor neurodegenerativer Erkrankungen  
Der größte Risikofaktor eine neurodegenerative Erkrankung zu entwickeln - dies gilt 
insbesondere für die Alzheimer-Demenz und den Morbus Parkinson - ist das hohe 
Lebensalter [33]. Als Ursache ist u. a. eine mit dem Altern einhergehende Verlagerung des 
immunologischen Gleichgewichts in Richtung Proinflammation beschrieben [27]. So ist im 
gealterten ZNS eine erhöhte Anzahl aktivierter, IL-1β-exprimierender Mikroglia 
nachweisbar [118]. Die DNA-Bindungsaktivität des Transkriptionsfaktors NF-κB ist im 
gealterten ZNS erhöht, während die Aktivität der antiinflammatorischen IL-10-, IL-4- und 
IL-13-vermittelten Signalwege reduziert ist [60, 119]. Die Folge ist eine verstärkte Expression 
proinflammatorischer Mediatoren wie IL-6 und TNF-α, die besonders in Kombination mit 
IFN-γ toxisch auf Neurone wirken. Zusätzlich beeinflussen diese die Metabolisierung von 
Proteinen, die in der Folge akkumulieren und die neuroinflammatorische Kaskade verstärken 
(z. B. Aβ-Aggregate) [27, 60]. Die Expression der antiinflammatorischer Zytokine, wie 
beispielsweise IL-10, ist herabgesetzt [60, 119]. Die gesteigerte mikrogliale Aktivität wird als 
Resultat einer lebenslangen Akkumulation proinflammatorischer Ereignisse gewertet [21].  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Des Weiteren sind mit dem steigenden Alter zelluläre Änderungen im ZNS beschrieben, die 
denen der Parkinson- oder Alzheimer-Krankheit ähneln. Hierzu zählen u. a. Veränderungen 
des Ionen-Milieus sowie die verstärkte Expression von ROS mit der Folge erhöhten 
oxidativen Stresses [120, 121]. Gleichzeitig nehmen die antioxidativen Reserven der Neurone 
im höheren Alter ab [120]. Auch ein physiologischer Untergang dopaminerger Neurone in der 
SNpc von etwa 5 - 10 % pro Dekade ist beschrieben [122]. Diese Degeneration betrifft jedoch 
eine andere Lokalisation innerhalb SNpc, sodass keine typische Parkinson-Symptomatik 
entsteht [15, 122, 123]. 
Zusammenfassend steigt durch Alterungsprozesse die Empfänglichkeit des ZNS eine 
neurodegenerative Erkrankung zu entwickeln. 
1.3 Honokiol 
1.3.1 Herkunft und Anwendung 
Die in dieser Arbeit untersuchte Substanz Honokiol (3’,5-di-2-propenyl-1,1’-biphenyl-2,4’-
diol, C18H18O2) ist eine in der Natur vorkommende Phenolverbindung, welche erstmals 1972 
von Fujita et al. aus der Rinde des Baumes Magnolia obovata Thunb isoliert wurde [124]. 
Honokiol wurde nach Honoki, dem japanischen Name der Magnolie, benannt [125].  
Die Rinde des Baumes wird bereits seit einigen Jahrhunderten in der traditionellen 
chinesischen Medizin als Medikament „Karakoboku“ sowie in der japanischen traditionellen 
Medizin als Medikament „Wakoboku“ für die Behandlung einer Vielzahl von Erkrankungen 
verwendet, obwohl die eigentlichen bioaktiven Inhaltsstoffe erst in den letzten Jahren bekannt 
wurden [126]. In der traditionellen chinesischen Medizin findet die Rinde der Magnolia 
obovata sowie der Magnolia officinalis Rehd. et Wils., welche ebenfalls in einer hohen 
Konzentration Honokiol enthält, Anwendung zur Behandlung von Fieber- und 
Kopfschmerzerkrankungen sowie thrombotischer Schlaganfälle [125, 127]. In der japanischen 
Medizin wird die Rinde der Magnolie - meist mit weiteren getrockneten Pflanzen zu einem 
Sud verarbeitet - vor allem zur Behandlung psychischer Erkrankungen, wie beispielsweise 
Angststörungen, Depressionen, Schlafstörungen und Neurosen, aber auch zur Behandlung 
gastrointestinaler Beschwerden eingesetzt. 1998 wurde Honokiol, neben seinem Isomer 
Magnolol, als hauptverantwortliches anxiolytisches Agens einer dieser Mixturen, der 
„Saiboku-to“, identifiziert [128]. Seitdem Honokiol als Inhaltsstoff der vielseitig eingesetzten 
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Magnolie identifiziert wurde, befassen sich Arbeitsgruppen aus verschiedenen medizinischen 
Fachgebieten mit den biologischen Eigenschaften und Wirkungen dieses pleotrophen 
Lignans [129]. 
  C18H18O2 
Abb. 2: Strukturformel von Honokiol. Die hydrophobe Substanz Honokiol besteht aus zwei Phenolringen. Sie 
weist strukturelle Ähnlichkeit mit dem Narkotikum Propofol auf [129]. Die Hydroxygruppe an Position 4’ und 
die Allylgruppe an Position 5 seien essentiell für die neurotrophe Aktivität Honokiols [130]. 
1.3.2 Verfügbarkeit und Kinetik 
Honokiol ist momentan als Supplement zur oralen Einnahme von diversen Anbietern frei 
erhältlich. Angeboten wird es u. a. als Magnolien-Extrakt in Form von Kapseln, Pulvern oder 
Tinkturen mit einem je nach Anbieter variablen Anteil an Honokiol. Das mit der höchsten 
Konzentration beworbene Supplement wird mit einem Anteil von 98 % angegeben. Ebenfalls 
erhältlich sind Magnolien-Tees und geschnittene Baumrinde zur eigenen Weiterverarbeitung. 
Zu beachten ist Honokiols starke Hydrophobie, sodass es in Fett gelöst werden sollte, um eine 
höhere orale Bioverfügbarkeit zu erzielen. Aktuelle Studien befassen sich mit der 
Möglichkeit, die orale Bioverfügbarkeit durch Liposomen- und Mizellen-Bildung oder durch 
die Herstellung von Nanosuspensionen zu erhöhen [131, 132]. 
Die Halbwertszeit von Honokiol im Plasma von Ratten nach intravenöser Applikation wurde 
je nach Arbeitsgruppe zwischen etwa 40 Minuten [133] und 50 Minuten [134] angegeben. 
Pharmakokinetische Studien zeigten nach intravenöser Gabe einen linearen Abbau Honokiols 
nach der Kinetik 1. Ordnung im Zwei-Kompartment-Modell [134]. 
1.3.3  Honokiol überwindet die Blut-Hirn-Schranke 
Therapeutische Optionen zur Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen sind stets durch 
die Blut-Hirn-Schranke limitiert. Lin et al. sowie Wang et al. haben nachgewiesen, dass 
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Honokiol das Potential aufweist, die Blut-Hirn-Schranke zu überwinden, ohne zu einer 
allgemeinen Permeabilitätserhöhung der Barriere zu führen [133, 135]. In-vivo Versuche an 
Ratten zeigten nach intravenöser Gabe von 20 mg Honokiol pro kg Körpergewicht (KG) eine 
hohe Anflutung Honokiols im Rattenhirn. Das Permeabilitätsmaximum der Blut-Hirn-
Schranke wurde nach 30 Minuten erreicht, woraufhin sich zunächst ein steady-state der 
Permeabilität einstellte. Dies lässt vermuten, dass Honokiol mit hoher Wahrscheinlichkeit 
aktiv über spezifische Transporter die Barriere überwindet, die nach 30 Minuten eine 
Substratsättigung erreichen. Auch nach 120 Minuten - dies entspricht etwa drei 
Halbwertszeiten Honokiols - konnte noch eine hohe Konzentration der Substanz im 
Rattenhirn nachgewiesen werden [133]. Somit weist Honokiol eine hohe Bioverfügbarkeit im 
ZNS auf. Dies ist die Grundvoraussetzung eines zentralwirksamen Therapeutikums zur 
Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen. 
1.3.4  Neuroprotektive und neurotrophe Wirkung 
In mehreren Arbeiten konnte eine neuroprotektive Wirkung für Honokiol nachgewiesen 
werden. In-vitro Versuche mit Neuronen, die einem Glukoseentzug ausgesetzt wurden, 
zeigten ein höheres Zellüberleben nach Stimulation mit Honokiol. Der gleiche Effekt wurde 
auf Neurone festgestellt, die der Exzitotoxizität durch Glutamat und NMDA oder der H2O2-
induzierten Neurotoxizität ausgesetzt wurden [136]. Versuche mit exzitatorischen 
Aminosäuren zeigten eine hemmende Wirkung Honokiols auf den NMDA- sowie den 
Glutamat-induzierten Ca2+-Influx. Zusätzlich wird eine blockierende Wirkung auf die 
spannungsabhängigen Kalzium-Kanäle vermutet. Somit ist der neuroprotektive Effekt 
Honokiols u. a. auf die Reduktion der durch exzitatorische Aminosäuren bedingten Störung 
der Ionenhomöostase zurückzuführen [137]. Zusätzlich sind antioxidative Eigenschaften von 
Honokiol bekannt [136]. 
Neben der neuroprotektiven Wirkung konnte in der Zellkultur auch ein wachstumsfördernder 
Effekt des Lignans auf Neurone gezeigt werden. Nach Inkubation mit Honokiol zeigte sich 
eine signifikante Verlängerung der Neuriten sowie eine verstärkte Anfärbbarkeit der Somata 
im Vergleich zu unstimulierten primären Rattenneuronen. Dieser Effekt wurde dosisabhängig 
beschrieben und entspräche bei Stimulation mit 10 µM Honokiol der Stimulation mit dem 
Wachstumsfaktor basic fibroblast growth factor (bFGF) [40 ng/ml] [138]. 
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Neurotrophe Faktoren wie bFGF sind aufgrund ihrer potenten Wirkung Bestandteil intensiver 
Forschung als mögliches Therapeutikum für eine Vielzahl neurologischer Erkrankungen. Da 
diese jedoch nicht die Blut-Hirn-Schranke überwinden können, stehen sie derzeit noch nicht 
in medikamentöser Form zur Verfügung. Somit besteht großes Interesse, Moleküle mit 
neurotropher Wirkung zu finden, die die Blut-Hirn-Schranke überwinden können, oder 
solcher, die die Freisetzung neurotropher Faktoren im ZNS fördern. Bei genauerer 
Untersuchung des neurotrophen Wirkungsmechanismus Honokiols wurde festgestellt, dass 
Honokiol in Neuronen über die Aktivierung von Phospholipase C eine Kaskade in Gang setzt, 
die letztendlich zu einer Posphorylierung der extrazellulär regulierten Kinasen (ERK) 1/2 
führt. Diese wiederum induziert zum einen direkt das Neuronenwachstum, zum anderen 
werden dadurch neurotrophe Faktoren durch Neurone freigesetzt [139]. 
1.3.5  Antiinflammatorische Eigenschaften 
In unterschiedlichen Studien wurde in den vergangenen Jahren eine mögliche 
antiinflammatorische Wirkung von Honokiol erforscht. LPS-aktivierte dendritische Zellen 
zeigten nach Stimulation mit Honokiol eine verminderte Expression von MHC-II-Molekülen 
sowie der Zytokine TNF-α, IL-1β und IL-6, während die Produktion des anti-
inflammatorischen Zytokins IL-10 hochreguliert wurde [140]. In LPS-aktivierten 
Makrophagen wurde eine Reduktion der TNF-α-Expression sowie eine verminderte NO-
Freisetzung nach Honokiol-Inkubation nachgewiesen. Dabei inhibiert Honokiol in den 
Immunzellen die LPS-induzierte Phosphorylierung der MAP-Kinasewege p38, Januskinase 
(JNK) 1/2 und ERK 1/2. Weiterhin wird in diesen Zellen die Phosphorylierung sowie 
Translokation von Proteinkinase C und die Aktivität von NFκB gehemmt [141]. Neueste 
Studien an murinen (BV-2)- und Ratten- (HAPI) Mikrogliazelllinien zeigten eine Reduktion 
der IFN-γ-ERK1/2-vermittelten ROS-Produktion durch Honokiol [127]. In einem Sepsis-
Model an Mäusen wurden antioxidative Eigenschaften durch Honokiol in-vivo 
beschrieben [142]. 
An BV-2-Zellen konnte eine Reduktion der LPS-induzierten erhöhten Expression der 
proinflammatorischen Mediatoren iNOS, Cyclooxygenase (COX)-2, Monozytenchemo-
taktisches Protein (Monocyte chemoattractant protein, MCP)-1, IL-6 und TNF-α 
nachgewiesen werden [143]. Dabei ergaben sich Hinweise, dass diese über die Reduktion der 
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Transkriptionsfaktoren phosphoNF-κB (pNF-κB) und Krüppel-like factor (KLF)-4 vermittelt 
ist. KLF-4 ist ein Zink-Finger-Transkriptionsfaktor, der ebenso wie pNF-κB in LPS-
aktivierten Mikroglia verstärkt exprimiert wird und die Expression von TNF-α, IL-6, COX-2, 
MCP-1, iNOS, NO und ROS vermittelt. Der genaue Signaltransduktionsweg über KLF-4 ist 
bislang nicht verstanden. Es wird vermutet, dass KLF-4 ein Bindungspartner von pNF-κB ist 
und nach dessen Aktivierung derselbe Signaltransduktionsweg initiiert wird. Eine Reduktion 
dieses Transkriptionsfaktors führt zu einer Minderung der Expression proinflammatorischer 
Mediatoren in Mikroglia [143, 144]. 
1.3.6  Weitere mögliche Indikationen für die Therapie mit Honokiol 
Die Baumrinde der unterschiedlichen Magnolienarten wird in der traditionellen chinesischen 
und japanischen Medizin u. a. zur Behandlung von Angststörungen und Depressionen 
eingesetzt. 1998 wurde Honokiol als hauptverantwortliches Substrat der anxiolytischen 
Wirkung des Magnolienextrakts identifiziert [128, 145]. Schon 1983 wiesen Watanabe et al. 
eine langanhaltende zentral dämpfende Wirkung Honokiols nach, die sich sowohl 
muskelrelaxierend als auch sedierend an Ratten darstellte [146]. 
In neueren Studien stellte sich heraus, dass Honokiols anxiolytische Wirkung bereits bei einer 
100-fach geringeren Konzentration einsetzt, als die von Watanabe et al. festgestellte zentral 
dämpfende Wirkung. Bereits eine Dosis von 0,2 bis 1,0 mg/kg KG Honokiol pro Tag über 
eine Zeitspanne von 7 Tagen erwies sich im Elevated Plus-Maze-Test als anxiolytisch nahezu 
gleich potent wie das Benzodiazepin Diazepam bei einer Dosisierung von 1 mg/kg KG. Bei 
dieser Konzentration ließen sich jedoch keine Benzodiazepin-typischen unerwünschten 
Nebenwirkungen wie Sedierung, Muskelrelaxation, Amnesie oder gar physische 
Abhängigkeit, feststellen [129, 147, 148]. Somit besteht das Interesse, Honokiol als 
Therapeutikum in der Anästhesie sowie für die Behandlung von Depressionen und 
Angststörungen v. a. älterer Patienten, bei denen die sedierende und muskelrelaxierende 
Nebenwirkung der Benzodiazepine mit einer hohen Komorbidität behaftet ist, einzusetzen 
[129]. 
Neben der anxiolytischen Eigenschaft Honokiols wurde in-vivo eine Erhöhung der NMDA-
induzierten Krampfanfall-Reizschwelle durch Inhibition der Aktivität der NMDA-Rezeptoren 
Einleitung !22
festgestellt, sodass weiter untersucht wird, ob Honokiol auch als Antikonvulsivum einsetzbar 
wäre [137]. 
Darüber hinaus ergeben sich Hinweise auf einen tumorlytischen Effekt durch Honokiol, 
besonders im Rahmen von Hirntumoren. Eine Intensivierung der konventionellen 
Chemotherapie zur Verbesserung des Outcomes der Patienten geht bekanntlich mit 
gravierenden Langzeitkomplikationen einher, wie beispielsweise Sensibilitätsstörungen, 
Hörverlust, kardiale Dysfunktion, Infertilität und Zweittumoren. Somit besteht das Bestreben, 
effektivere Chemotherapeutika bei geringerer Toxizität zu finden. In-vitro Versuche mit 
Neuroblastomzellen zeigten, dass diese nach Honokiol-Applikation durch verstärkte 
Expression des proapoptotischen Proteins Bax in Apoptose versetzt werden. Gleichzeitig zeigt 
Honokiol eine hohe Anflutung im ZNS, die die der Chemotherapeutika Cisplatin oder 
Placitaxel weit überschreitet. Weiterhin wird Honokiol nicht, bzw. zu weit geringerem Maße 
als Vincristin und Cyclosporin A, durch das P-Glykoprotein aus den Tumorzellen 
hinausgeschleust. Somit muss die Möglichkeit weiter erforscht werden, Honokiol additiv zu 
gängigen Chemotherapeutika einzusetzen [133, 135]. 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1.4 Fragestellung 
In dieser Arbeit wird der Einfluss der Substanz Honokiol auf primäre Mikroglia und 
Astrozyten in-vitro als möglicher Immunmodulator untersucht.  
Speziell sollen folgende Fragen beantwortet werden: 
- Welche Konzentration Honokiols lässt sich einsetzen, ohne toxisch auf diese Zellen zu 
wirken? 
- Lassen sich morphologische Veränderungen der Zellen nach Stimulation mit Honokiol 
feststellen?  
- Hat Honokiol Einfluss auf die Expression proinflammatorischer und antiinflammatorischer 
Mediatoren in Mikroglia bzw. Astrozyten in Ruhe und nach Stimulation mit LPS? 
- Lassen sich Signaltransduktionswege identifizieren, welche Honokiol beeinflusst? 
Schließlich soll anhand dieser Ergebnisse und der aktuellen Literatur diskutiert werden, ob 
Honokiol als Therapeutikum bei neurodegenerativen Erkrankungen geeignet wäre. 
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2 Material
2.1  Geräte und Hilfsmittel 
ABI PRISM® 7000 Sequence Detection 
System
Applied Biosystems, Waltham 
(USA)
ABI PRISM® 7500 Fast Real-Time PCR 
System
Applied Biosystems, Waltham 
(USA)
Axiocam Fotokamera Carl Zeiss, Jena
Binokular STEMI SV8 Carl Zeiss, Göttingen
Digitalkamera 429k Herolab, Wiesloch
Elektrodenkammer Bio-Rad, München
Elektrophoresekammer Biometra, Göttingen
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200M Carl Zeiss, Jena
Fusion SL Vilber Lourmat Vilber Lourmat, Eberhardzell
Gefrier-/Kühlschrank Privileg, Hamburg
Gefrierschrank (-70 °C) Haraeus, Hanau
Gelkammer Bio-Rad, München
GeneAmp PCR System 2400 Perkin Elmer, Waltham (USA)
Inkubator Hera Cell 150 Heraeus, Hanau
Kühlschrank Bosch, Gerlingen
Laborschüttler REAX 2000 Heidolph Instruments, 
Schwabach
Mikroskop Axioskop Carl Zeiss, Jena
Mikroskop Axiovert 200M Carl Zeiss, Jena
Mikroskop Wilovert Hund, Wetzlar
Mikrotiterplatten-Photometer SLT Reader 340 
ATTC
SLA Laborinstrumente, 
Karlsheim
Neubauer Zählkammer (0,0025 mm2 Raster, 
Tiefe 0,1 mm)
Carl Roth, Karlsruhe
Photometer Ultrospec 3100 pro Amersham Biosciences, Freiburg
Pipetten (1-1000µl) Eppendorf, Hamburg
Pipetten (1-5 ml) Carl-Roth, Karlsruhe
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2.2  Verbrauchsmaterialien 
Pipetus® - Standard Hirschmann Laborgeräte, 
Eberstadt
Plattenausleser GENios Basic Tecan, Männedorf (Schweiz)
Präzisionswaage BP 610 Sartorius AG, Göttingen
Rotationsschüttler Typ R0 01 Gerhard, Bonn
Sicherheitswerkbank HERAsafe® Heraeus, Hanau
Spectrophotometer U-2000 Hitachi, Krefeld
Spektroskop Epoch Multi Volume 
Spectrophotometer System
Biotek, Bad Friedrichshall
Stromquelle PowerPac 200 Bio-Rad, München
Take3 Multi-Volume Plate Biotek, Bad Friedrichshall
Thermal Cycler GenAMP® PCR System 9700 Applied Biosystems, Waltham 
(USA)
Thermo-Block TDB-120 Biosan, Riga (Lettland)
Thermomixer Compact Eppendorf, Hamburg
Trans-Blot Turbo Bio-Rad, München
Vortex-Genie 2 Scientific Industries, Bohemia 
(USA)
Wasserbad Köttermann, Uetze/Hänigsen
Zentrifuge Biofuge fresco Heraeus Instruments, Osterode
Zentrifuge Centrifuge 5415R Eppendorf, Hamburg
Zentrifuge Centrifuge 5430 Eppendorf, Hamburg
Zentrifuge Centrifuge 5804R Eppendorf, Hamburg
Zentrifuge Micro Centrifuge I R 220VAC Carl Roth, Karlsruhe
Zentrifuge MiniSpin Eppendorf, Hamburg
Deckgläser (⌀ 12 mm, ⌀ 26 mm) Carl Roth, Karlsruhe
ELISA 96-Mikrotiterplatte „Nunc 
MaxiSorp™“
Nunk GmbH, Wiesbaden
Gewebekulturschälchen (60 x 15 mm) Sarstedt, Nürnbrecht
Objektträger (26 x 76 mm) Carl Roth, Karlsruhe
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2.3  Chemikalien und Reagenzien 
Pasteurpipetten Eppendorf, Hamburg
PCR 96-Mikrotiterplatte Multiply® 96-well 
PCR microplate
Sarstedt, Nürnbrecht
Pipettenspitzen, verschiedene Größen Eppendorf, Hamburg
PVDF-Membran Hybond-P Amersham Pharmacia Biotech, 
Little Chalfont (UK)
Reaktionsgefäße (0,2 ml, 0,5 ml und 1,5 ml) Sarstedt, Nürnbrecht
Whatman-Pappe GE Healthcare, Little Chalfont 
(UK)
Zellkulturflasche (25 cm2, 75 cm2) Sarstedt, Nürnbrecht
Zellkulturplatten (6-, 12- und 24-Vertiefungen) Sarstedt, Nürnbrecht
Zellschaber Sarstedt, Nürnbrecht
Zentrifugenröhrchen (10 ml und 50 ml) Sarstedt, Nürnbrecht
Acrylamid/Bisacrylamid (29 : 1) Serva, Heidelberg
Ammoniumpersulfat (APS, 10 % (w/v)) Thermo Fisher Scientific, 
Waltham (USA)
Amphotericin Sigma-Aldrich, Hamburg
Azeton Carl Roth, Karlsruhe
Azetonnitril Sigma-Aldrich, Hamburg
Bisbenzimid Sigma-Aldrich, Hamburg
Bovines Serumalbumin (BSA) Serva, Heidelberg
Bromphenolblau Riedel-de Haen, Seelze
Chloroform Sigma-Aldrich, Hamburg
Coomassie-Blau Serva, Heidelberg
Dithiotreitol (DTT) Sigma-Aldrich, Hamburg
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Invitrogen, Karlsruhe
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS; 
Ca2+ und Mg2+ frei) 
PAN Biotech, Aidenbach
Essigsäure Merck, Darmstadt
Ethanol Carl Roth, Karlsruhe
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Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Carl Roth, Karlsruhe
Fetales Kälberserum (FKS) Invitrogen, Karlsruhe
Fluordesoxyuridin Sigma-Aldrich, Hamburg
Glutaraldehyd Merck Schuchardt, Hohenbrunn
Glycin Carl Roth, Karlsruhe
Glykogen Sigma-Aldrich, Hamburg
Griess-Reagenz Sigma-Aldrich, Hamburg
HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)- 
ethansulfonsäure)
Biomol, Hamburg
Honokiol (≥98% (w/w) (HPLC), Pulver) Sigma-Aldrich, Hamburg
Horse Serum (HS) Invitrogen, Karlsruhe
Immu-Mount Eindeckmedium Thermo Fisher Scientific, 
Waltham (USA)
Isopropanol Carl Roth, Karlsruhe
Kaisers Glyceringelantine Merck, Darmstadt
Kasein (Magermilchpulver) Frema, Heimertingen
L-Glutamin PAN Biotech, Aidenbach
Lipopolysaccharid (LPS) aus Salmonella 
typhimurium
Sigma-Aldrich, Hamburg
Methanol Carl Roth, Karlsruhe
MTT-Pulver (Thiazolyl Blue Tetrazolium 
Bromide 98% (w/w))
Sigma-Aldrich, Hamburg
N,N-Dimethylformamid (DMF) Merck, Darmstadt
Natrium-Pyrophosphat Sigma-Aldrich, Hamburg
Natrium-Vanadat Sigma-Aldrich, Hamburg
Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth, Karlsruhe
Natriumduodecylsulfat (SDS) Serva, Heidelberg
Natronlauge (NaOH) Carl Roth, Karlsruhe
Penicillin/Streptomycin PAN Biotech, Aidenbach
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Sigma-Aldrich, Hamburg
Quiazol Lysis Reagenz Quiagen, Hilden
RNase-freies A. dest. Anatomisches Institut, Kiel
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2.4  Medien, Lösungen, Puffer, Enzyme, Sonden und Antikörper für die einzelnen 
 Versuche 
Zellisolierung und -kultivierung: 
Salzsäure (HCl) Carl Roth, Karlsruhe
Schwefelsäure (H2SO4, 2 N) Carl Roth, Karlsruhe
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Carl Roth, Karlsruhe
TRIS-EDTA-Puffer Amersham, Freiburg
TRIS-HCL Carl Roth, Karlsruhe
Trishydroxymethylaminomethan (TRIS) Carl Roth, Karlsruhe
Triton X-100 Sigma-Aldrich, Hamburg
Trypanblau Sigma-Aldrich, Hamburg
Trypsin Invitrogen, Darmstadt
Tween® 20 Carl Roth, Karlsruhe
β-Glycerol-phosphat Sigma-Aldrich, Hamburg
Mikroglia-Zellkulturmedium 500 ml DMEM [4,5 g Glukose/l]
60 ml FKS (bei 44 - 53 °C für 
30 Minuten im Wasserbad 
inaktiviert)
6 ml Penicillin [10 000 U/ml] und  
Streptomycin [10 mg/ml] in 
DPBS
5 ml L-Glutamin [200 mM]
Mikroglia-Stimulationsmedium 500 ml DMEM [4,5 g Glukose/l]
60 ml FKS (bei 56 °C für 30 Minuten 
im Wasserbad inaktiviert)
6 ml Penicillin [10 000 U/ml] und  
Streptomycin [10 mg/ml] in 
DPBS
5 ml L-Glutamin [200 mM]
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MTT-Test: 
Coomassie-Blau-Färbung: 
Astrozyten-Zellkulturmedium 500 ml DMEM [4,5 g Glukose/l]
60 ml FKS (bei 56 °C für 30 Minuten 
im Wasserbad inaktiviert)
6 ml Penicillin [10 000 U/ml] und 
Streptomycin [10 mg/ml] in PBS
5 ml L-Glutamin [200 nM]
Dissoziationslösung 10 ml DMEM [4,5 g Glucose/l]
24 mg HEPES
20 mg Trypsin
2 mg EDTA
35 µM DNAse [1 mg/ml]
Zellablöselösung 30 mg EDTA
3 mg Trypsin
25 ml DPBS
MTT-Lösung 100 mg MTT-Pulver
20 ml DPBS
Solubilisierungslösung 20 g SDS
70 ml 50%ige (w/v) DMF-Lösung
2,5 ml 80%ige (v/v) Essigsäure
2,5 ml HCL [1 N]
Coomassie-Blau-Farblösung 1 g Coomassie-Blau
450 ml Methanol
450 ml A. dest.
100 ml Essigsäure
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reverse Transkription: 
quantitative Real-Time PCR (qPCR) TaqMan®-Assay on Demand: 
Coomassie-Entfärbelösung 450 ml Methanol
450 ml A. dest.
100 ml Essigsäure
RQ1 RNase-free DNase (1 u/µl) Promega, Fitchburg (USA)
RQ1 DNase 10x Reaction Buffer Promega, Fitchburg (USA)
RQ1 DNAse Stop Solution Promega, Fitchburg (USA)
Random Hexamer Primer (0,2 µg/µl) Thermo Fisher Scientific, 
Waltham (USA)
5x Reaction Buffer für reverse Transkriptase Thermo Fisher Scientific, 
Waltham (USA)
dNTP-Mix (10 mM) Bioline, Luckenwalde
RevertAid H Minus Reverse Transcriptase 
(200 u/µl)
Thermo Fisher Scientific, 
Waltham (USA)
eukaryotische 18s-RNA, Hs99999901_s1 Thermo Fisher Scientific, 
Waltham (USA)
iNOS, Rn00561614_m1 Thermo Fisher Scientific, 
Waltham (USA)
IL-6, Rn00561420_m1 Thermo Fisher Scientific, 
Waltham (USA)
IL-1β, Rn00580432_m1 Thermo Fisher Scientific, 
Waltham (USA)
TNF-α, Rn99999017_m1 Thermo Fisher Scientific, 
Waltham (USA)
IL-10, Rn00563409_m1 Thermo Fisher Scientific, 
Waltham (USA)
Taqman®-Universal PCR Master-Mix Thermo Fisher Scientific, 
Waltham (USA)
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ELISA: 
Semiquantitative Analyse (Proteinisolierung, SDS-Page, Western Blot): 
BD OptEIA™ Rat IL-6 ELISA Set BD Biosciences, Portland (USA)
BD OptEIA™ Rat TNF-α ELISA Set BD Biosciences, Portland (USA) 
Waschpuffer 80 g NaCl
11,6 g Natriumhydrogenphosphat
2 g Kaliumhydrogenphosphat
2 g Kaliumchlorid
ad 10,0 l A. dest.
Assay Diluent DPBS + 10 % (v/v) FKS
Pierce™ TMB Substrat Kit Thermo Fisher Scientific, 
Waltham (USA)
Lysispuffer zur Isolierung von Gesamtprotein 1 ml NaCl [1 M] in A. dest.
1 ml TRIS [0,5 M] in A. dest. 
(pH: 7,5)
0,1 ml EDTA [0,5 M] in A. dest.
0,1 ml 1 % (v/v) Triton X-100
0,02 ml Natrium-Vanadat [2 mM]
0,25 ml Natrium-Pyrophosphat [2,5 mM]
0,1 ml β-Glycerol-Phosphat [1 mM]
0,1 ml Phenylmethylsulfonylfluorid  
(PMSF) [1 mM] in Acetonnitril
ad 10 ml A. dest.
Gelpuffer I (pH: 8,8) für Trenngel 45,43 g TRIS HCL [1,5 M]
1 g 0,4 % (w/v) SDS
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ad 250 ml A. dest.
Polyacrylamidtrenngel (10 %) 3,33 ml Acrylamid
2,6 ml Gelpuffer I
4,03 ml A. dest.
60 µl 10 % (w/v) APS
30 µl TEMED
Gelpuffer II (pH: 6,8) für Sammelgel 15,1 g TRIS HCL [0,5 M]
1 g 0,4 % (w/v) SDS
ad 250 ml A. dest.
Sammelgel (4,5 %) 1,67 ml Acrylamid
2,6 ml Gelpuffer II
5,79 ml A. dest.
60 µl 10 % (w/v) APS
30 µl TEMED
Prestaines Protein Ladder (10-180 kDa) Thermo Fisher Scientific, 
Waltham (USA)
Laufpuffer (pH: 8,2) 12,2 g TRIS
57,6 g Glycin
4 g SDS
ad 4,0 l A. dest.
SDS - Probenpuffer (pH: 8,0) 0,23 g SDS
1,25 ml Gelpuffer II
1 ml Glycin
50 mM DTT
ad 10 ml A. dest.
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Immunzytochemische Färbung: 
Transferpuffer (pH: 9,0) 7,5 g TRIS [25 mM]
36,03 g Glycin [192 mM]
250 ml 10 % (v/v) Methanol
ad 2,5 l A. dest.
TRIS-gepufferte Saline Tween 
(TBS-T; pH: 7,5)
6,057 g 
20,454 g
TRIS 
NaCl
5 ml EDTA [0,5 M]
2,5 ml 0,1 % (v/v) Tween® 20
ad 2,5 l A. dest.
Pierce™ BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific, 
Waltham (USA)
SuperSignal™ West Femto-Kit Thermo Fisher Scientific, 
Waltham (USA)
Primärantikörper „Phospho-p44/42 MAPK 
(Erk1/2) (Thr202/ Tyr204) (D13.14.4E) XP® 
Rabbit mAb“
Cell Signaling Technology, 
Denvers (USA)
Primärantikörper „Anti-MAP Kinase 2/Erk2 
Antibody, clone 1B3B9, 0,48 mg/ml“
Merck, Darmstadt
Sekundärantikörper „goat anti-rabbit IgG-
HRP: sc-2004, 200 µg/0,5 ml“
Santa Cruz Biotechnology, 
Dallas (USA)
Sekundärantikörper „chicken anti-mouse 
IgG-HRP: sc-2962, 200 µg/0,5 ml“
Santa Cruz Biotechnology, 
Dallas (USA)
Phosphatpuffer 1,66 g Natriumdihydrogenphosphat
11,2 g Dinatriumhydrogenphosphat
ad 500 ml A. dest.
Bauer-Puffer 4,24 g NaCl
0,2 g KCl
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2.5  Computersoftware 
0,13 g CaCl2
0,2 g MgCl2
1,8 g Glucose
2,38 g HEPES
ad 500 ml A. dest, supplementiert mit 
1 % (w/v) BSA + 1 % (v/v) HS
Zamboni-Fixierlösung 8 g Paraformaldehyd, bei 60 °C 
gelöst in
35 ml gesättigter Pikrinsäure
ad 165 ml Phosphatpuffer
BSA-Lösung 1 % (w/v) BSA in DPBS
Bisbenzimidlösung 10 % (w/v) Bisbenzimid in A. dest.
Primärantikörper anti-KLF4 (polyclonal 
antibody PAB 19194, 1 µg/ml)
Abnova, Taiwan (China)
Sekundärantikörper anti-rabbit Alexa Fluor 
A 31628 (200 µl)
Invitrogen, Carlsbad (USA)
ABI Prism 7000 SDS Applied Biosystems, Waltham (USA)
ABI Prism 7500 Software Applied Biosystems, Waltham (USA)
Adobe Photoshop CC (14.0) Adobe Systems Incorporated, San José (USA)
Axiovision 4.7 Carl Zeiss, Göttingen
Endnote x7 Thomson Reuters, New York City (USA)
FusionCapt Advance Vilber Lourmat, Eberhardzell
Gen5 Take3 Session Biotek Instruments, Winooski (USA)
GraphPad Prism 7.0b GraphPad Software, La Jolla (USA)
Pages 5.6.2 Apple Inc., Cupertino (USA)
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3 Methoden
Zunächst wurden primäre Mikroglia und Astrozyten aus den Gehirnen postnataler Ratten 
isoliert und kultiviert. Daraufhin wurden Stimulationsversuche mit unterschiedlichen 
Konzentrationen von Honokiol und unterschiedlicher Stimulationsdauer durchgeführt. Die 
Zellen wurden anschließend sowohl morphologisch als auch durch zell- und 
molekularbiologische Methoden untersucht. 
3.1  Isolierung und Kultivierung primärer Mikroglia und Astrozyten 
Die Isolierung der Mikroglia und Astrozyten wurde nach einer modifizierten 
Standardmethode von McCarthy und deVellis (1980) durchgeführt [149]. Die für diese Arbeit 
verwandten Zellen stammten aus den Gehirnen neugeborener Ratten (P0 - P3), welche aus 
dem Tierhaus der vorklinischen Institute der Christian-Albrechts-Universität zu Kiel bezogen 
wurden. Im Verlauf der Arbeit an der Dissertation wurde die Tierzucht umgestellt, sodass die 
initialen Versuche mit Zellen des Stammes der Sprague Dawley Ratte durchgeführt wurden, 
während die Zellen der späteren Versuche aus dem Stamm der Wistar Ratte stammten. 
Nach der Dekapitierung von 10-12 Tieren wurden die Gehirne aus der Schädelkalotte 
präpariert und anschließend in einer Petrischale mit Dulbecco’s PBS (DPBS), supplementiert 
mit 1 % Penicillin/Streptomycin, gewaschen. Anschließend wurden die Meningen unter 
binokulärer Vergrößerung entfernt und die Großhirnkortizes und das Mesencephalon 
freipräpariert. 4-5 Kortexhälften und bis zu 6 Mesencephali wurden in separaten 
Kulturschälchen mit 3 ml DPBS gewaschen und mit einem Skalpell unter sterilen 
Bedingungen zerkleinert. Die Gewebestücke aus je einem Kulturschälchen wurden in 10 ml 
Zentrifugenröhrchen überführt und in diesen durch zweimalige Inkubation im Wasserbad mit 
je 3 ml Dissoziationslösung und 35 µl DNAse I bei 37 °C für je 30 Minuten enzymatisch 
dissoziiert. Anschließend wurde der Überstand abgesaugt und in jedes Röhrchen 2 ml FKS-
haltiges Zellkulturmedium und 50 µl DNAse I pipettiert. Durch das FKS wurde die 
Trypsinaktivität gestoppt. Die enzymatisch dissoziierten Zellen wurden anschließend 
mechanisch durch wiederholtes Resuspendieren durch feuerverengte Pasteuerpipetten 
dissoziiert und vereinzelt. 
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Für die Kultivierung der Mikroglia wurden die Zellen aus je zwei Kortizes, aufgrund 
unterschiedlicher Wachstumseigenschaften getrennt von je zwei Mesencephali, in 75 cm2-
Zellkulturflaschen in 10 ml Mikroglia-Zellkulturmedium ausgesät. Diese wurden im 
Anschluss für 8 bis 10 Tage im Inkubator bei 37 °C und 8,4 % CO2 inkubiert. In dieser 
Wachstumsphase fand erstmals nach 24 Stunden, danach alle 48 Stunden, ein Mediumwechsel 
statt.  
Etwa ab dem 10. Tag konnten die Zellen täglich geerntet werden: Durch Schütteln per Hand 
wurden die adhärenten Mikroglia vom Astrozytenrasen gelöst und flottierten frei im 
Zellkulturüberstand, welcher dann in ein 50 ml Zentrifugenröhrchen dekantiert wurde. Dabei 
wurden die Zellen der Mesencephali mit den Zellen der Kortizes vereint. Anschließend 
wurden die Zellkulturüberstände für 5 Minuten bei 4500 x g zentrifugiert, die Überstände 
verworfen und die Zellpellets in 100 µl Mikroglia-Zellkulturmedium resuspendiert. Für die 
Bestimmung der Zellzahl wurden alle Zellsuspensionen vereinigt und 10 µl der 
Zellsuspension mit 10 µl Trypanblau, welches avitale Zellen blau färbt, in einem Eppendorf-
Reaktionsgefäß gemischt und anschließend 10 µl davon in eine Neubauer-Zählkammer 
pipettiert. Unter einem Mikroskop wurden dann die vitalen, ungefärbten Zellen ausgezählt 
und die Gesamtzellzahl berechnet. Für die sich anschließenden Versuche wurden die 
Mikroglia in der gewünschten Dichte ausgesät. 
Für die Kultivierung der Astrozyten wurden zwei dissoziierte Kortizes in drei 25 cm2-
Zellkulturflaschen in 8 ml Astrozyten-Zellkulturmedium ausgesät. Anschließend wurden die 
Zellen im Inkubator bei 37 °C und 8,4 % CO2 inkubiert, wobei bis zum 8. Kulturtag alle zwei 
Tage ein Mediumwechsel stattfand. Ab dem 8. Kulturtag wurde zu dem Medium 2,5 µg/ml 
Amphotericin pipettiert. Vom 9. auf den 10. Tag wurden die Zellkulturflaschen auf einem 
Rotationsschüttler außerhalb des Inkubators bei Raumtemperatur (RT) für 16 Stunden 
geschüttelt. Am 10. Kulturtag wurde zu dem Medium 10 µM Fluordesoxyuridin pipettiert um 
die Mikroglia in den Zellkulturen zu eliminieren. Anschließend wurden die Astrozyten für 
drei weitere Tage im Brutschrank bei 37 °C und 8,4 % CO2 inkubiert.  
Ab dem 14. Kulturtag konnten die Astrozyten geerntet werden. Dafür wurde zunächst das 
Zellkulturmedium abgesaut, die Zellen mit DPBS gespült und für 20 Sekunden mit 2 ml 
Ablöselösung versetzt. Nach dem Absaugen der Lösung folgte eine Inkubation für 2 - 3 
Minuten bei 37 °C im Inkubator. Zum Stoppen des enzymatischen Ablösevorganges wurden 
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die Zellen mit 3 ml FKS-haltigem Astrozyten-Kulturmedium versetzt und anschließend mit 
einem sterilen Zellschaber vom Boden der Kulturflaschen mechanisch gelöst. Anschließend 
wurde die Zellsuspension aus je drei Flaschen in eine Petrischale überführt und die Zellen 
durch mehrfaches Resuspendieren vereinzelt. Anschließend wurde die Petrischale für 10 
Minuten bei 37 °C im Inkubator inkubiert. In dieser Zeit setzten sich die verbliebenen 
Mikroglia am Boden der Petrischale ab, sodass die nicht-adhärente Zellpopulation fast 
ausschließlich aus Astrozyten bestand. Das Medium mit den Astrozyten wurde in ein 50 ml 
Röhrchen überführt und anschließend für 5 Minuten bei 700 x g zentrifugiert. Der Überstand 
wurde verworfen und das Astrozytenpellet in 2 ml Astrozyten-Kulturmedium resuspendiert. 
Dann wurden die vitalen Astrozyten in einer Neubauer-Zählkammer nach Färbung mit 
Trypanblau ausgezählt und in der gewünschten Zelldichte ausgesät. 
3.2 Zellaussaat 
Für die sich anschließenden Versuche wurden die Mikroglia und Astrozyten folgendermaßen 
ausgesät: 
MTT-Test:    100.000 Mikroglia/Ansatz in 200 µl Medium in 96 Napf-
     Mikrotiterplatte; 
     10.000 Astrozyten/Ansatz in 200 µl Medium in 96  Napf- 
     Mikrotiterplatte 
Coomassie-Blau-Färbung:  100.000 Mikroglia/Ansatz auf Deckgläser in 1 ml  
     Medium in 6 Napf-Zellkulturplatte; 
     50.000 Astrozyten/Ansatz auf Deckgläser in 1 ml  
     Medium in 6 Napf-Zellkulturplatte 
qPCR, ELISA und Westernblot: 1.000.000 Mikroglia/Ansatz in 12 Napf-Zellkulturplatte; 
     150.000 Astrozyten/Ansatz in 12 Napf-Zellkulturplatte 
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Immunfluoreszenz-Färbung:  100.000 Mikroglia/Ansatz auf Deckgläser in 1 ml  
     Medium in 6 Napf-Zellkulturplatte; 
     50.000 Astrozyten/Ansatz auf Deckgläser in 1 ml  
     Medium in 6 Napf-Zellkulturplatte 
3.3  Stimulation 
Nachdem die ausgesäten Mikroglia für 24 Stunden und die ausgesäten Astrozyten für 72 
Stunden im Inkubator kultiviert wurden, wurden die Zellen für die Coomassie-Blau-Färbung, 
die indirekte NO-Messung und die Versuche mittels qPCR, ELISA und Westernblot 
folgendermaßen inkubiert: 
Für den MTT-Test wurde eine Stimulationsreihe von 1 µM bis 50 µM Honokiol +/- LPS der 
Mikroglia und von 1 µM bis 100 µM Honokiol +/- LPS der Astrozyten angelegt. 
Alle Versuchsansätze, die Honokiol enthielten, wurden mit dieser Substanz 30 Minuten vor 
der LPS-Stimulation vorinkubiert. Die Stimulation erfolgte im Inkubator bei 37°C und 8,4 % 
CO2. 
Für die jeweiligen Versuche wurden folgende Inkubationszeiten untersucht: 
MTT-Test:       24 Stunden für Mikroglia und Astrozyten 
Coomassie-Blau-Färbung:     24 Stunden für Mikroglia und Astrozyten 
indirekte NO-Messung im Zellkulturüberstand:  24 Stunden für Mikroglia und Astrozyten 
Mikroglia Astrozyten
1. Kontrolle: unstimuliert 
2. LPS [5 ng/ml] 
3. Honokiol [10 µM] 
4. Honokiol [10 µM] + LPS [5 ng/ml]
1. Kontrolle: unstimuliert 
2. LPS [5 ng/ml] 
3. Honokiol [25 µM] 
4. Honokiol [25 µM] + LPS [5 ng/ml]
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Quantifizierung der mRNA-Expression mittels qPCR:  
24 Stunden für IL-6, IL-1β und IL-10 in Mikroglia; 3 Stunden für TNF-α in Mikroglia;  
3 Stunden für IL-6, IL-1β, TNF-α in Astrozyten; 6 Stunden für IL-10 in Astrozyten 
Quantifizierung der Proteinfreisetzung mittels ELISA: 
24 Stunden für Mikroglia und Astrozyten 
Analyse der ERK1/2-Phosphorylierung mittels Western Blot:  
30 Minuten und 60 Minuten für Mikroglia und Astrozyten 
3.4 MTT-Test 
Um die Toxizitätsgrenze Honokiols zu ermitteln, wurde ein MTT-Test durchgeführt. Bei 
diesem Test wird das gelbliche, wasserlösliche Tetrazoliumsalz 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyl-tetra-zoliumbromid (MTT) als Substrat den zu untersuchenden Zellen 
hinzugegeben, welches durch deren mitochondriale Dehydrogenasen (Succinat-
Dehydrogenase) sowie durch die Reduktionsäquivalenten Nicotinamidadenindinukleotid 
(NADH) und Nikotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH), zu wasserunlöslichem, 
violettem Formazan reduziert wird. Das Ausmaß des Farbumschlags korreliert mit der 
Zellzahl der Probe und ist ebenso von deren physiologischem Zustand abhängig [150]. Durch 
die photometrische Bestimmung des Farbumschlags ist somit eine Aussage über die Vitalität 
der Zellen und rückschließend über die toxische Wirkung Honokiols möglich. 
Zunächst wurden die Zellen in einer 96 Napf-Mikrotiterplatte in einer Zellkonzentration von 
100.000 Mikroglia bzw. 10.000 Astrozyten pro Vertiefung in 200 µl Zellkulturmedium 
ausgesät und für 24 Stunden (Mikroglia) bzw. 72 Stunden (Astrozyten) im Inkubator bei 
37 °C und 8,4 % CO2 inkubiert. Danach wurde das Zellkulturmedium abgesaugt und die 
Zellen entsprechend dem Protokoll (Kap. 2.2.3) stimuliert. 
Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden wurde der Zellüberstand gründlich abgesaugt und 
die Zellen dreimalig mit 200 µl DPBS je Vertiefung gewaschen. Nach Absaugen des Puffers 
wurden die Zellen mit 100 µl Mikroglia- bzw. Astrozyten-Zellkulturmedium sowie 25 µl 
MTT-Lösung versetzt. Für den Leerwert wurde in drei Vertiefungen ohne Zellen die 
äquivalente Menge Zellkulturmedium und MTT-Lösung pipettiert. Nach einer zweistündigen 
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Inkubation bei 37 °C und 8,4 % CO2 wurde je Vertiefung 100 µl Solubilisierungslösung 
hinzugegeben und erneut für zwei Stunden bei gleichen Bedingungen inkubiert, wodurch sich 
die gebildeten Formazan-Kristalle lösten. Im Anschluss wurde nach Durchmischung jedes 
Ansatzes mit einem Zellspatel die mitochondriale Reduktion der gelben, wasserlöslichen 
MTT-Lösung in bläuliches, wasserunlösliches Formazan bei 550nm photometrisch bestimmt. 
Der MTT-Test gab Rückschlüsse darüber, ab welcher Konzentration Honokiol zum Zelltod 
der Mikroglia und Astrozyten führt und mit welcher maximalen Konzentration an Honokiol 
die nachfolgenden Versuche durchgeführt werden konnten. 
3.5  Untersuchung der Zellmorphologie mittels Coomassie-Blau-Färbung 
Die Morphologie der Mikroglia und Astrozyten wurde getrennt voneinander mithilfe der 
Coomassie-Blau-Färbung unter dem Lichtmikroskop untersucht. Coomassie ist ein 
Triphenylmethanfarbstoff, der sich unspezifisch an die basischen Seitenketten von Proteinen 
anlagert. 
Zunächst wurden die Mikroglia und Astrozyten auf Deckgläser ausgesät und für 24 Stunden 
(Mikroglia) bzw. 72 Stunden (Astrozyten) im Inkubator bei 37 °C und 8,4 % CO2 inkubiert 
und anschließend für 24 Stunden dem Protokoll entsprechend stimuliert (siehe 3.3). Nach 
anschließendem dreimaligen Waschen mit DPBS wurden die Zellen auf Deckgläsern zur 
Zellfixierung für 40 Minuten mit 30 µl 2,5%igem Glutaraldehyd inkubiert. Erneut wurden die 
Deckgläser dreimal mit DPBS gewaschen. Im Anschluss folgte eine Inkubation mit 1 ml der 
Färbelösung Coomassie-Blau bei RT. Nach 40 Minuten wurde die überschüssige Färbelösung 
entfernt und die Zellen mit 1 ml Entfärbelösung und anschließend dreimalig mit A. dest. 
gespült. Danach wurden die Deckgläser auf Objektträger mit Kaisers-Glyceringelantine 
eingedeckt und die Zellmorphologie unter dem Lichtmikroskop ausgewertet. 
3.6 Zell- und molekularbiologische Methoden 
Um eine mögliche immunmodulatorische Eigenschaft Honokiols auf Mikroglia und 
Astrozyten zu untersuchen, wurde zunächst die von den Zellen produzierte 
Stickstoffmonoxid-Menge im jeweiligen Zellkulturüberstand gemessen. Anschließend wurden 
sowohl die Mikroglia als auch die Astrozyten auf die Expression proinflammatorischer 
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Zytokine auf RNA- und auf Proteinebene untersucht. Im Anschluss folgte der Nachweis 
beteiligter Signaltransduktionswege mittels ELISA und Immunfluoreszenzfärbung. 
3.6.1 Indirekte NO-Messung 
Die Stickstoffmonoxid-Menge im Zellkulturüberstand dient als Indikator der Mikroglia-
aktivierung. Da NO eine sehr kurze Halbwertszeit hat und sofort zu Nitrit (NO2-) und Nitrat 
(NO3) reagiert, erfolgte deren Messung indirekt mit dem Griess-Reagenz und anschließender 
photometrischer Auswertung [151]. 
100 µl des Kulturüberstands wurden mit 100 µl Griess-Reagenz in einer 96 Napf-
Mikrotiterplatte vermischt und für 15 Minuten bei RT inkubiert. Dabei reagierte das in den 
Stimulationsansätzen möglicherweise gebildete Nitrit zunächst mit Sulfanilamid, der ersten 
Komponente des Griess-Reagenz, zu einem Komplex. Dieser Komplex reagierte anschließend 
mit Naphtylethylendiamin, der zweiten Komponente des Griess-Reagenz, zu einem violetten 
Azofarbstoff [152]. 
Durch photometrische Messung des Farbumschlags bei einer Wellenlänge von 550 nm und 
einer Referenzwellenlänge von 620 nm wurde die Nitrit-Menge ausgewertet. 
3.6.2 Untersuchung auf RNA-Ebene 
Für die Untersuchung einer möglichen immunmodulatorischen Aktivität Honokiols auf RNA-
Ebene  der Mikroglia und Astrozyten waren drei Arbeitsschritte erforderlich: 
Zunächst erfolgte die RNA-Isolierung aus den stimulierten Zellen. Anschließend wurde die 
gesamte RNA in komplementäre DNA (complementary DNA, cDNA) umgeschrieben. Im 
letzten Schritt wurde diese mithilfe der quantitativen real-time PCR (qPCR) gezielt 
untersucht. 
3.6.2.1 RNA-Isolierung 
Die RNA-Isolierung wurde mithilfe der Guanidiniumthiocyanat-Phenol-Chloroform 
Extraktion (single-step Methode) nach Chomczynski und Sacchi (1987) in leicht 
abgewandelter Form durchgeführt [153]. Diese Methode basiert auf den unterschiedlichen 
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Löslichkeiten der Zellbestandteile und besteht aus den drei Schritten: Extraktion, Präzipitation 
und Waschung. 
Für die Extraktion wurden zu den stimulierten Zellen in den Vertiefungen der Zellkultur-
Napf-Platten, nachdem der Überstand der Versuchsansätze verworfen und die Zellen 
zweimalig mit DPBS gewaschen wurden, 1 ml Quiazol-Reagenz je Napf pipettiert. Quiazol 
besteht aus dem chaotropen Salz Guanidiniumthiocyanat und in reinem Wasser gelöstem 
Phenol (pH-Wert: 4,8). Das chaotrope Salz bewirkt eine Denaturierung aller Proteine, sodass 
die Zellen effektiv lysiert und gleichzeitig vorhandene RNAsen inaktiviert werden. Dadurch 
wird die zu extrahierende RNA für den weiteren Verlauf vor einem Abbau bewahrt. Phenol 
bildet als Detergens eine organische Phase mit den in der Lösung befindlichen Proteinen. Da 
das Phenol in reinem Wasser gelöst ist und sich somit im sauren pH-Bereich (pH: 4,8) 
befindet, reichert sich die DNA in dieser organischen Phase an, sodass ein wässriges RNA-
Isolat entsteht. Nach der Zugabe von Quiazol-Reagenz, wurden die lysierten Zellen mitsamt 
ihrem Zellinhalt vom Boden jedes Wells mittels eines Zellschabers gelöst und in 1,5 ml 
Eppendorf-Gefäße überführt. 
Für eine eindeutigere Phasentrennung wurden je 200 µl Chloroform hinzupippetiert, die 
Eppendorfgefäße per Hand geschüttelt, für 3 Minuten bei RT inkubiert und anschließend für 
15 Minuten bei 12 000 x g und 6 °C zentrifugiert. Dadurch wurden drei deutliche Phasen in 
den Eppendorf-Gefäßen sichtbar: eine untere rote Phenol-Chloroform-Phase (enthielt DNA, 
Proteine, Lipide), eine mittlere Interphase (DNA, Proteine) und eine obere, farblose, wässrige 
Phase mit der gewünschten RNA sowie Kohlenhydraten. Anschließend wurde die obere 
wässrige Phase mit der zu extrahierenden RNA vorsichtig in ein neues Eppendorf-Gefäß 
abpipettiert. Für die Präzipitation wurde als Fällungshilfe 1 µl Glykogen (70 mg/ml) 
hinzugegeben. Anschließend wurde die Emulsion mit 500 µl Isopropylalkohol durchmischt. 
Nach anschließender 10-minütiger Inkubation bei RT und 10-minütiger Zentrifugation bei 
12 000 x g und 6 °C legte sich die RNA als gelartiges Pellet am Boden des Eppendorf-
Gefäßes nieder. Als Reinigungsschritt wurde der Überstand verworfen und das Pellet mit 1 ml 
Ethanol (75 %) versetzt. Nach 5-minütiger Zentrifugation bei 7 500 x g und 6 °C war die 
RNA als weißes Pellet am Boden des Eppendorf-Gefäßes deutlich sichtbar. Der Überstand 
wurde verworfen, das RNA-Pellet luftgetrocknet und anschließend in 20 µl RNAse-freiem 
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A. dest gelöst. Dafür wurde es bei 57 °C für 10 Minuten inkubiert. Im Anschluss wurde die 
RNA-Lösung bei -70 °C gelagert. 
3.6.2.2 Messung des RNA-Gehalts 
Damit die Real-Time PCR-Ergebnisse der einzelnen Proben quantitativ miteinander 
vergleichbar sind, musste von allen Proben die exakt selbe Menge an cDNA erstellt werden. 
Dafür war die Kenntnis über den RNA-Gehalt in der 20 µl Lösung erforderlich. Das Messen 
der RNA-Konzentration erfolgte photometrisch mithilfe dem Spektroskop „Epoch Multi 
Volume Spectrophotometer System“, der „Take3 Multi-Volume Plate" und der Software 
„Gen5 Take3 Session“ bei 260 nm für RNA und einer Referenzwellenlänge von 280 nm für 
DNA. Aus dem Quotienten der gemessenen Werte bei 260 nm und 280 nm wurde der Wert für 
die Reinheit der RNA ermittelt. Es wurden nur RNA-Proben verwendet, deren Reinheit bei 
1,7 - 2,0 lag. 
3.6.2.3 Reverse Transkription 
Im Anschluss an die RNA-Isolierung erfolgte die Reverse Transkription - das Umschreiben 
der RNA in cDNA. Dieser Schritt war erforderlich, um in der anschließenden qPCR die 
Nukleinsäuren amplifizieren zu können. Des Weiteren kann die cDNA nicht durch ubiquitär 
vorkommende RNAsen abgebaut werden. Sie ist somit umweltstabiler und folglich besser 
lagerbar als die RNA-Proben. 
Vor der Reversen Transkription erfolgte der Abbau möglicher genomischer DNA in den 
Proben, um einen möglichst hohen Reinheitsgrad isolierter RNA zu erhalten. Dafür wurde 
1 µg RNA jeder Probe in 8 µl Reinstwasser gelöst und mit 1 µl RNAse-freiem DNAse Puffer 
und 1 µl RNAse-freier DNAse vermischt und für 15 Minuten bei 37 °C im Thermocycler 
inkubiert. Nach jedem Inkubationsschritt wurden die Proben auf 4 °C abgekühlt und für die 
weitere Arbeit auf Eis gestellt. Der DNA-Abbau wurde durch die Zugabe von 1 µl 
Stopplösung (EDTA 25 mM) je Probe bei einer Inkubation von 10 Minuten bei 65 °C 
gestoppt. Im Anschluss folgte die reverse Transkription: Zunächst wurde zu jeder Probe 1 µl 
Random Hexamer Primer, ein Primer-Mix bestehend aus jeweils sechs zufällig 
zusammengesetzten Nukleotiden, hinzugegeben. Bei einer Inkubation von 5 Minuten und 
70 °C lagerten sich diese an die RNA-Moleküle komplementär an und dienten im späteren 
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Schritt als Startstellen für die Reverse Transkriptase („Primerhybridisierung“, „primer 
annealing“). Anschließend wurde zu jeder Probe ein Mix aus 4 µl 5x Reaktionspuffer, 2 µl 
dNTP-Mix (10 mM) und 1 µl A. dest. hinzupipettiert und diese für 5 Minuten bei 25 °C 
inkubiert. Zuletzt wurde jede Probe mit 1 µl reverser Transkriptase versetzt und durch 
folgendes Inkubationsprogramm im Thermocycler die cDNA synthetisiert, welche bei -20°C 
für ca. 6 Monate lagerungsfähig war: 
10 Minuten bei 25°C (Primerhybridisierung), 
60 Minuten bei 42°C (Reverse Transkription), 
10 Minuten bei 70°C (Enzyminaktivierung) 
3.6.2.4 Quantitative Real-Time PCR (qPCR) 
Mithilfe der qPCR wurden die gesuchten Genabschnitte der cDNA quantifiziert (iNOS, IL-6, 
IL-1β, TNF-α, IL-10). Das Verfahren basiert auf der Amplifikation der gesuchten Sequenzen 
mithilfe der Taq-Polymerase im Thermocycler und einem nach jedem Zyklus detektierbaren 
Fluoreszenzsignal, welches mit der Anzahl an DNA-Amplifikaten korreliert. Das 
Fluoreszenzsignal entsteht durch spezifische TaqMan®-Sonden, welche als zur gesuchten 
Sequenz komplementären Oligonukleotide mit dieser hybridisieren. Am 5’-Ende der Sonde 
befindet sich ein FAM-Reporterelement und am 3’-Ende ein TAMRA-Löscherelement. Nach 
Trennung des Reporterelements vom Löscherelement durch die Exonukleaseaktivität der Taq-
Polymerase während der Elongationsphase der qPCR, gibt das Reporterelement auf Anregung 
ein Fluoreszenzsignal ab. Anhand der Zellzykluszahl, in der sich das Fluoreszenzsignal 
gerade deutlich vom Störsignal abhebt (CT-Wert) im Vergleich mit dem CT-Werts eines 
mitgeführten Standards (House-Keeping Gen 18s rRna) wurde der gesuchte Genabschnitt 
nach der ∆∆CT-Methode quantifiziert. 
Der Reaktionsansatz bestand aus 4 µl der 1 : 20 in RNAse-freiem A. dest. verdünnten cDNA, 
1 µl TaqMan® Assay on Demand (Primer und Sonden spezifisch für das jeweils gesuchte 
Gen), 10 µl Taqman®-Universal PCR Mastermix und 5 µl RNAse-freiem A. dest. Insgesamt 
wurden 40 Zyklen der qPCR mit dem ABI PRISM® 7500 Fast Real-Time PCR System mit 
folgendem Programm durchgeführt: 
1. Denaturierung bei 94 °C für 15 Sekunden 
2. Hybridisierung bei 60 °C für 60 Sekunden 
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3. Elongation bei 72 °C für 45 Sekunden 
Nach dem letzten Zyklus erfolgte eine zehnminütige Polymerisationsphase bei 72 °C. 
3.6.3 Untersuchungen auf Proteinebene 
3.6.3.1 ELISA 
Der enzymgekoppelte Immunadsorptionstest (Enzyme-linked-Immunosorbent-Assay, ELISA) 
ist ein antikörperbasiertes Detektionsverfahren, welches in dieser Arbeit für die 
Quantifizierung der Zytokine IL-6 und TNF-α im Zellkulturüberstand der Mikroglia und 
Astrozyten Anwendung fand. Es wurden die BD OptEIA™ ELISA Kits der Firma BD 
Biosciences nach Herstellerangaben verwendet. 
Zunächst wurde eine 96 Napf-Mikrotiterplatte mit 100 µl eines Fangantikörpers (anti-IL-6 
bzw. anti-TNF-α) je Vertiefung über Nacht bei 4 °C beschichtet. Der Antikörper wurde zuvor 
in einem Verhältnis von 1 : 250 in DPBS verdünnt. Am Folgetag wurden die 
nichtgebundenen, überschüssigen Antikörper durch fünfmaliges Waschen mit Waschpuffer 
entfernt und die verbliebenen freien Bindungsstellen des Trägermaterials mit 200 µl Assay 
Diluent durch einstündige Inkubation bei RT geblockt. Im Anschluss erfolgte ein erneuter 
fünfmaliger Waschschritt. Danach wurden die zu analysierenden Zellkulturüberstände mit 
DPBS verdünnt (Proben mit LPS 1 : 50, Proben ohne LPS 1 : 2) und davon jeweils 100 µl in 
Dreifachansätzen in die Vertiefungen der Mikrotiterplatte pipettiert. Zusätzlich wurde eine 
Standard-Konzentrationsreihe für das jeweilige Zytokin mitgeführt. Dieser Ansatz wurde für 
zwei Stunden bei 36 °C (IL-6) bzw. RT (TNF-α) zwecks Bindung des nachzuweisenden 
Proteins an den Fangantikörper inkubiert. Nach einem erneuten Waschschritt zur Entfernung 
nicht-gebundener Antikörper wurde ein sekundärer Biotin-konjugierter Detektionsantikörper 
(1 : 250 in DPBS) hinzugegeben und für eine Stunde bei 36 °C (IL-6) bzw. RT (TNF-α) 
inkubiert. Es folgte ein erneuter Waschschritt zur Entfernung überschüssiger 
Detektionsantikörper. Daraufhin wurde in jede Vertiefung 100 µl Enzymreagenz 
(Streptavidin-HRP-Konjugat, SAv-HRP, 1 : 250 in Assay Diluent) pipettiert und für 30 
Minuten bei RT inkubiert. Streptavidin weist eine sehr hohe Affinität zu Biotin auf und bindet 
somit an den sekundären Antikörper. Nach einem erneuten Waschschritt wurden 100 µl TMB 
Substrat hinzupipettiert, welches katalysiert durch HRP (horseradish peroxidase, 
Meerrettichperoxidase) zu einem blauen Farbstoff oxidiert wird. Nach 20 Minuten wurde die 
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Oxidation durch Zugabe von 50 µl Schwefelsäure (2 N) beendet. Ausgewertet wurde der 
ELISA mit einem Mikrotiterplatten-Photometer bei 450 nm bei einer Referenzwellenlänge 
von 570 nm. 
3.6.3.2 Western Blot 
Die Expression proinflammatorischer Mediatoren wird u. a. über die Mitogen-aktivierte 
Proteinkinasen-Kaskade (MAPK) der extrazellulär-regulierten Kinasen (ERK)1/2 vermittelt. 
Ein möglicher Einfluss auf ERK1/2 durch Honokiol wurde mittels Western Blot untersucht. 
Dafür wurden die Zellen zunächst lysiert und das gewonnene Proteingemisch mithilfe einer 
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese, 
Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-Page) auf Grundlage der 
unterschiedlichen Molekülgrößen der vorliegenden Proteine in Banden aufgetrennt. Durch das 
negativ geladene SDS wurde die Eigenladung der Proteinmoleküle maskiert, sodass die 
Moleküle nach ihrem Molekulargewicht in unterschiedlicher Geschwindigkeit im elektrischen 
Feld wanderten. Anschließend wurden die Proteinbanden mittels Western Blot auf eine 
Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF-Membran) transferiert, auf welcher die Immun-
detektion stattfand. Mithilfe eines spezifischen Primärantikörpers und eines HRP-gekoppelten 
Sekundärantikörpers konnten die gesuchten Proteine nach Zugabe von Luminol, welches 
durch HRP oxidiert wurde, über die entstehende Lumineszenz nachgewiesen werden. 
(1) Proteinisolierung: Nach der Stimulation der Zellen wurde das Medium entfernt und die 
Zellen zweifach mit DPBS gewaschen. Anschließend wurden die Zellen mit 100 µl 
Lysispuffer versetzt und nach kurzer Einwirkzeit mit einem sterilen Zellschaber vom Boden 
der Zellkulturplatte mechanisch abgetragen. Das Lysat (Gesamtprotein) jeder Probe wurde zur 
Dissoziation mehrfach resuspendiert und anschließend in jeweils ein 1,5 ml Eppendorf-
Reaktionsgefäß überführt. 
(2) Proteinquantifizierung: Die Proteinquantifizierung erfolgte mithilfe des BCA™ Kits in 
doppelter Bestimmung. Zunächst wurden jeweils 10 µl Probe in die Vertiefungen einer 96 
Napf-Mikrotiterplatte pipettiert. Anschließend wurde zu jeder Probe 200 µl Arbeitsreagenz 
des BCA™ Kits hinzugegeben, bestehend aus 50 Volumenanteilen des Reagenzes A und 
einem Volumenanteil des Reagenzes B. Daraufhin wurde die Extinktion bei 540 nm im 
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GENios Tecan photometrisch gemessen. Anhand eines mitgeführten Protein-Standards von 25 
bis 2000 µg/ml wurde die Proteinkonzentration jeder Probe ermittelt. 
(3) SDS-Page: Für die SDS-Page wurde ein 10%iges Polyacrylamidtrenngel zwischen zwei 
senkrecht stehenden Glasplatten gegossen und mit Propanol überschichtet. Sobald sich dieses 
verfestigt hatte, wurde das Propanol abgesaugt und über das Trenngel ein 4,5%iges 
Sammelgel gegossen. Mithilfe eines eingesetzten Taschenkamms wurden Aussparungen im 
Sammelgel erstellt, in welche später die Proteinproben pipettiert wurden. Nach etwa 15 
Minuten hatte sich das Sammelgel verfestigt und der Taschenkamm konnte entfernt werden. 
Die zu untersuchenden Proteinproben wurden in einer Konzentration von 5 µg in 20 µl SDS 
verdünnt und für 5 Minuten bei 99 °C im Thermoblock denaturiert. Daraufhin wurden die 
Proben in die Aussparungen des Sammelgels pipettiert. Zusätzlich wurden 5 µl eines Protein-
Standards (Ladder), der 10 Proteine mit bekanntem Molekulargewicht enthielt, in eine 
Aussparung gegeben. Anschließend wurden immer zwei Gele in eine Laufkammer 
eingespannt, welche sodann mit Laufpuffer aufgefüllt wurde. In die innere Kammer wurden 
zusätzlich 10 µl Bromphenolblau gegeben, um die Lauflinie sichtbar zu machen. 
Anschließend wurde eine Stromquelle mit einer Spannung von 200 V und einer Stromstärke 
von 340 mA angelegt, bis der Bromphenolblau-Lauffrontanzeiger nach ca. 45 Minuten das 
untere Ende der Kammer erreicht hatte. 
(4) Proteintransfer (Blotting): Anschließend folgte die Übertragung der nach Größe 
aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-Membran. Diese Membran, in Größe des Trenngels 
geschnitten, wurde durch einminütiges Einweichen in Methanol aktiviert, anschließend mit 
A. dest. gewaschen und für 15 Minuten in einen Transferpuffer gelegt. Zusätzlich wurden vier 
Whatman-Pappen mit Transferpuffer getränkt und die An- und Kathodenplatte mit demselben 
Puffer befeuchtet. Für das senkrechte Blotten wurden zwei der getränkten Whatman-Pappen 
auf die Kathodenplatte gelegt und eventuell vorhandene Luftblasen ausgestrichen. Auf die 
zwei Pappen wurde die PVDF-Membran und obenauf das Polyacrylamidgel aus der SDS-
Page platziert. Auf das Gel wurden die übrigen zwei Whatman-Pappen positioniert. Das 
System wurde durch das Anbringen der Anodenplatte oberhalb der zwei Pappen 
abgeschlossen. 
Durch das Anbringen einer senkrechten Spannung von 25 V bei einer Stromstärke von 
340 mA für eine Dauer von 30 Minuten wurden die Proteine senkrecht der Verlaufsrichtung 
Methoden !48
der zuvor durchgeführten SDS-Page auf die PVDF-Membran übertragen und blieben dort 
durch hydrophobe Wechselwirkungen haften. 
(5) Immundetektion: Die Detektion gesuchter Proteine auf der Membran erfolgte mittels 
spezifischer Primärantikörper und HRP-gekoppelter Sekundärantikörper durch die nach 
Zugabe einer HRP-Substratlösung entstehenden Chemilumineszenz. 
Zunächst wurden dafür die freien Bindungsstellen der PVDF-Membran durch einstündige 
Inkubation  in 5%iger (w/v) Magermilch unter ständiger leichter Kreiselbewegung geblockt. 
Nach dreimaligem Spülen mit DPBS und anschließendem Waschen mit TBS-T wurde die 
Membran mit 5 ml der Primärantikörperlösung (rabbit anti-rat Phospho-p44/42 MAPK 
(Erk1/2) in einer Verdünnung von 1 : 1 000 in TBS-T) in einem 50 ml Röhrchen bei 4 °C über 
Nacht inkubiert. Nach anschließendem dreimaligen Waschen mit TBS-T für je 15 Minuten 
unter ständiger Kreiselbewegung auf dem Rotationsschüttler, wurde auf die Membran ein 
HRP-konjugierter Sekundärantikörper (goat anti-rabbit IgG-HRP in einer Verdünnung von 1 : 
20 000 in TBS-T) pipettiert und für eine Stunde auf dem Rotationsschüttler bei RT inkubiert. 
Anschließend wurde die Membran dreimalig für je 15 Minuten unter ständiger 
Kreiselbewegung mit TBS-T gespült. Das Visualisieren der Proteinbanden erfolgte mithilfe 
des SuperSignal™ West Femto-Substrat-Kits nach Herstellerangaben. Dazu wurde die 
Membran für eine Minute bei RT mit 300 µl der angesetzten Substratlösung inkubiert. Bei der 
dadurch ablaufenden Enzym-Substrat-Reaktion katalysierte das HRP die Oxidierung von 
Luminol und Chemilumineszenz wurde frei, die anschließend gemessen wurde. Dafür wurde 
die Membran in eine dünne Klarsichtfolie gegeben und mit dem Chemifluoreszenzdetektor 
Fusion SL Vilber Lourmat und der Software FusionCapt Advance die visualisierten 
Proteinbanden quantitativ ausgewertet. 
(6) Stripping: Durch das „Strippen“ („Abziehen“) der auf der Membran gebundenen 
Antikörper kann dieselbe Membran zur Immundetektion eines weiteren Proteins genutzt 
werden.  
Nachdem das Protein pERK1/2 auf der Membran detektiert und quantitativ ausgewertet 
wurde, wurde die Membran zur Ablösung der gebundenen Antikörper für 15 Minuten bei RT 
auf dem Rotationsschüttler mit 0,2 M NaOH inkubiert und anschließend mit TBS-T gespült. 
Danach wurden 5 ml der Primärantikörperlösung (mouse anti-rat anti-MAP Kinase 2/Erk2 
antibody in einer Verdünnung von 1 : 500 in TBS-T) auf die Membran pipettiert und diese in 
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einem 50 ml Röhrchen bei 4 °C über Nacht inkubiert. Nach einem dreimaligen Waschschritt 
mit TBS-T für je 15 Minuten unter ständiger Kreiselbewegung auf dem Rotationsschüttler 
wurde der HRP-gekoppelte Sekundärantikörper (chicken anti-mouse IgG-HRP in einer 
Verdünnung von 1 : 5 000 in TBS-T) auf die Membran pipettiert und nach einer Inkubation 
von einer Stunde auf dem Rotationsschüttler bei RT analog zum oben beschriebenen Ablauf 
weiter verfahren. 
3.7 Immunfluoreszenzfärbung des Transkriptionsfaktors KLF-4 
Es ist bekannt, dass Mikroglia den Transkriptionsfaktor KLF-4 exprimieren, welcher eine 
wesentliche Rolle bei entzündlichen Prozessen spielt, während seine Expression und Funktion 
in Astrozyten nur wenig erforscht ist. 
In dieser Arbeit wurde untersucht, ob KLF-4 in primären Astrozyten und Mikroglia mittels 
Immunfluoreszenzfärbung nachgewiesen werden kann. 
Zunächst wurden die Mikroglia und Astrozyten auf Deckgläsern ausgesät und für 24 Stunden 
(Mikroglia) bzw. 72 Stunden (Astrozyten) im Inkubator bei 37 °C und 8,4 % CO2 inkubiert. 
Daraufhin wurden die Zellen über eine Zeitdauer von 50 Minuten schrittweise auf 4 °C 
heruntergekühlt. Die folgenden Arbeitsschritte erfolgten auf Eis. Zunächst wurde der 
Zellkulturüberstand entfernt und die Zellen zweimalig mit modifiziertem „Bauer-
Puffer“ [154] gespült. Danach wurden die Zellen für 60 Minuten bei RT mit 100 µl des 
1 : 100 in DMEM (supplementiert mit 4 % Pferdeserum HS) verdünnten Primärantikörpers 
anti-KLF-4 (1 µg/ml) bei 4 °C inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen 
zweimalig mit Bauer-Puffer gespült und für 60 Minuten bei 4 °C mit 100 µl des 
fluoreszenzmarkierten Sekundärantikörpers anti-rabbit Alexa Fluor A 31628 (1 : 700) bei RT 
im Dunkeln inkubiert. Daraufhin wurde der Überstand entfernt und die Zellen für 30 Minuten 
in Zamboni-Fixierlösung bei 4 °C fixiert. Nach erneutem, zweimaligem Waschen mit Bauer-
Puffer wurden die Zellkerne durch eine dreiminütige Inkubation mit je 100 µl 
Bisbenzimidlösung gefärbt. Bisbenzimid ist ein blau fluoreszierender Farbstoff, der sich 
selektiv durch Interkalation an die DNA anlagert. Danach wurde das Bisbenzimid abpipettiert 
und die Zellen zweimal mit DPBS und anschließend mit A. dest. gewaschen, bevor die Zellen 
auf den Deckgläsern auf Objektträger mit dem Eindeckmedium Immu-Mount eingedeckt 
wurden. Nach einer Trocknungszeit von mindestens 6 Stunden, wurden die Zellen unter dem 
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Fluoreszenzmikroskop betrachtet und die Färbung mit dem Programm Axiovision 
ausgewertet. 
3.8 Statistik 
Die Berechnungen der Ergebnisse in dieser Arbeit sowie deren graphische Darstellung 
wurden mit dem Programm GraphPad Prism erstellt (Version 7.0b). Die Ergebnisse sind als 
Mittelwert ± SEM (Standardabweichung des Mittelwerts) dargestellt. Für die statistische 
Auswertung wurden Varianzanalysen (ANOVA) angewendet mit anschließender Bonferroni-
Testung. Das Signifikanzniveau wurde auf 5 % festgelegt (α < 0,05). Alle Experimente 
wurden mit mindestens drei Wiederholungen durchgeführt.  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4 Ergebnisse
4.1  Einfluss von Honokiol auf das Überleben der Mikroglia und Astozyten 
Zunächst wurde ein möglicher Einfluss von Honokiol auf das Zellüberleben der Mikroglia 
und Astrozyten mittels MTT-Test untersucht. Bei diesem Test korreliert eine Reduktion der 
Substanz MTT mit der Anzahl vitaler Zellen. 
Eingesetzt wurden für Mikroglia die Honokiol-Konzentrationen 1 µM, 10 µM, 25 µM und 
50 µM allein sowie in Kombination mit 5 ng/ml LPS. Für Astrozyten wurde zusätzlich die 
Honokiol-Konzentration 100 µM untersucht. Die Inkubationszeit betrug 24 Stunden. Als 
Kontrolle diente eine Probe mit unstimulierten Zellen, deren Zellüberlebensrate als 100 % 
definiert wurde.  
Die Ergebnisse des MTT-Tests an Mikroglia sind in der Abb. 3.1 grafisch dargestellt. 
!  
Abb. 3.1: Einfluss von Honokiol auf das Zellüberleben der Mikroglia. Nach einer Inkubationszeit von 24 
Stunden zeigte sich im MTT-Test, dass Honokiol allein oder auch in Kombination mit 5 ng/ml LPS in allen 
getesteten Konzentrationen (1 µM, 10 µM, 25 µM und 50 µM) nicht zytotoxisch auf Mikroglia wirkt. 50 µM 
Honokiol zeigten jedoch eine Verringerung des Zellüberlebens um 13,82 %, was aber noch nicht als zytotoxisch 
zu werten ist. Im Folgenden sind jeweils Inkubationsansatz und die prozentuale Zellüberlebensrate angegeben: 
Kontrolle: 100 %; LPS [5 ng/ml]: 101,43 %; Honokiol [1 µM]: 107,46 %; Honokiol [1 µM] + LPS [5 ng/ml]: 
107,76 %; Honokiol [10 µM]: 126,40 %; Honokiol [10 µM] + LPS [5 ng/ml]: 117,48 %; Honokiol [25 µM]: 
130,83 %; Honokiol [25 µM] + LPS [5 ng/ml]: 128,11 %; Honokiol [50 µM]: 86,18 %; Honokiol [50 µM] + 
LPS [5 ng/ml]: 96,77 %. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert ± SEM (n = 4). 
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Es zeigte sich, dass Honokiol im untersuchten Konzentrationsbereich von 1 µM bis 50 µM 
weder allein noch in Kombination mit 5 ng/ml LPS einen zytotoxischen Effekt auf Mikroglia 
ausübte. Des Weiteren ließ sich im Bereich von 1 µM bis 25 µM eine konzentrations-
abhängige, verstärkte Reduktion von MTT feststellen, die auf eine mögliche Honokiol-
vermittelte Zellproliferation hindeutet. 
Die Ergebnisse des MTT-Tests an Astrozyten sind in der Abb. 3.2 grafisch dargestellt. 
!  
Abb. 3.2: Einfluss von Honokiol auf das Zellüberleben der Astrozyten. Nach einer Inkubationszeit von 24 
Stunden zeigte sich im MTT-Test, dass Honokiol allein oder auch in Kombination mit 5 ng/ml LPS in den 
getesteten Konzentrationen 1 µM, 10 µM, 25 µM und 50 µM nicht zytotoxisch auf Astrozyten wirkt. 100 µM 
Honokiol zeigten jedoch eine Verringerung des Zellüberlebens um 39,33 % und in Kombination mit LPS um 
49,79 %. Im Folgenden sind jeweils Inkubationsansatz und die prozentuale Zellüberlebensrate angegeben: 
Kontrolle: 100 %; LPS [5 ng/ml]: 83,00 %; Honokiol [1 µM]: 96,89 %; Honokiol [1 µM] + LPS [5 ng/ml]: 
81,94 %; Honokiol [10 µM]: 109,19 %; Honokiol [10 µM] + LPS [5 ng/ml]: 101,24 %; Honokiol [25 µM]: 
139,49 %; Honokiol [25 µM] + LPS [5 ng/ml]: 133,07 %; Honokiol [50 µM]: 129,38 %; Honokiol [50 µM] + 
LPS [5 ng/ml]: 133,50 %; Honokiol [100 µM]: 60,67 %; Honokiol [100 µM] + LPS [5 ng/ml]: 50,21 %. 
Dargestellt ist jeweils der Mittelwert ± SEM (n = 4). 
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In den Versuchen mit Astrozyten konnte im untersuchten Konzentrationsbereich von 1 µM bis 
50 µM  Honokiol weder bei einer Inkubation mit Honokiol allein noch in Kombination mit 
5 ng/ml LPS ein zytotoxischer Effekt festgestellt werden. Im Bereich von 10 µM bis 50 µM 
ließ sich eine konzentrationsabhängige, verstärkte Reduktion von MTT nachweisen, die, wie 
auch bei den Mikroglia, auf eine Honokiol-vermittelte Zellproliferation hindeutet. Außerdem 
zeigte sich, dass bei einer Zugabe von 10 µM bis 50 µM Honokiol, die durch alleinige LPS-
Gabe verminderte Zellüberlebensrate nicht nur aufgehoben, sondern sogar deutlich gesteigert 
werden konnte. 
Eine Einzelinkubation mit 100 µM Honokiol führte jedoch zu einer drastischen Reduktion der 
Zellüberlebensrate auf 60,67 % und mit zusätzlicher LPS-Gabe auf 50,21 %. Damit sind 
100 µM Honokiol als zytotoxisch für Astrozyten zu werten. 
Aufgrund dieser Ergebnisse wurden die weiterführenden Experimente an Mikroglia mit einer 
Honokiol-Konzentration von 10 µM und an Astrozyten mit einer Honokiol-Konzentration von 
25 µM durchgeführt. 
4.2 Einfluss von Honokiol auf die Morphologie der Mikroglia und Astrozyten 
Um einen möglichen Einfluss von Honokiol auf die Morphologie der Mikroglia und 
Astrozyten festzustellen, wurden diese nach 24-stündiger Inkubation mit der Färbelösung 
Coomassie-Blau gefärbt und mikroskopisch ausgewertet. Die Abbildung 4.1 zeigt 
repräsentative Fotos aus jeweils drei unabhängigen Versuchen der Mikroglia und die 
Abbildung 4.2 aus jeweils drei unabhängigen Versuchen der Astrozyten.  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Abb. 4.1: Einfluss von Honokiol auf die Morphologie primärer Mikroglia. Für die morphologische 
Beurteilung wurden die Mikroglia für 24 Stunden inkubiert, anschließend mit Coomassie-Blau gefärbt und unter 
dem Lichtmikroskop betrachtet. In der Kontrolle zeigten sich die Mikroglia in ihrer ruhenden Form (A). Nach 
Inkubation mit LPS (5 ng/ml) nahmen sie den aktivierten, amöboiden Phänotyp ein (B). Die alleinige Gabe von 
Honokiol (10 µM) zeigte morphologisch weiterhin den ruhenden, ramifizierten Phänotyp (C). Die simultane 
Inkubation mit LPS (5 ng/ml) und Honokiol (10 µM) zeigte, dass Honokiol die LPS-bedingte morphologische 
Transformation zum aktivierten Phänotyp unterbindet (D). Dargestellt sind repräsentative Fotos aus n = 3 
unabhängigen Versuchen. 
 
Abb. 4.2: Einfluss von Honokiol auf die Morphologie primärer Astrozyten. Für die morphologische 
Beurteilung wurden die Astrozyten für 24 Stunden inkubiert, anschließend mit Coomassie-Blau gefärbt und 
unter dem Lichtmikroskop betrachtet. Morphologisch unterschieden sich die Astrozyten in den verschiedenen 
Inkubationsansätzen nicht. Die Zellen zeigten sich in allen Versuchsansätzen morphologisch vital. Dargestellt 
sind repräsentative Fotos aus n = 3 unabhängigen Versuchen.  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In der Kontrolle zeigten sich die Mikroglia in ihrer ruhenden Form mit einem kleinen dunklen 
Zellkern, einer dünnen Schicht Zytoplasma und feinen Zellausläufern (Abb 4.1 A). Nach 
Stimulation mit 5 ng/ml LPS ließen sich eine Ausbreitung des Zytoplasmas feststellen, 
welches von dichten, retikulären Strukturen durchzogen war, sowie die Ausbildung kräftiger 
Zellausläufer (B). Dieses eher amöboide Erscheinungsbild entspricht dem aktivierten 
Phänotyp der Mikroglia. Die Inkubation mit 10 µM Honokiol führte zu einer geringfügigen 
Bildung von Zellfortsätzen sowie einer Auflockerung des Chromatins im Zellkern (C). Dieser 
Phänotyp ist morphologisch eher der ruhenden Form als der aktivierten zuzuordnen. Nach 
simultaner Inkubation mit LPS und Honokiol zeigten sich die Zellen in ihrer ruhenden 
Form (D).  
Diese Ergebnisse zeigen, dass Honokiol selbst nicht aktivierend auf Mikroglia wirkt und das 
Potential besitzt, die LPS-bedingte Ausbildung des morphologisch aktivierten Phänotyps in 
Mikroglia zu reduzieren. 
Die Coomassie-Blau-Färbungen der Astrozyten zeigten, dass sich die Morphologie der Zellen 
in keinem der gewählten Versuchsansätze veränderte (Abb. 4.2). In jedem Versuchsansatz 
zeigten sich die Zellen morphologisch vital. 
4.3 Einfluss von Honokiol auf die Stickstoffmonoxid-Freisetzung der Mikroglia und 
 Astrozyten 
Als ein Indikator für die Mikrogliaaktivierung wurde die von den Zellen produzierte 
Stickstoffmonoxid-Menge im Zellkulturmedium mittels Grieß-Reagenz nach 24-stündiger 
Inkubation indirekt gemessen. Ein Ansatz mit unstimulierten Zellen diente als Kontrolle zur 
Ermittlung der Basisrate. Zusätzlich wurde die NO-Freisetzung der Astrozyten untersucht. 
Die Ergebnisse der Mikroglia sind in Abb. 5 A und die Ergebnisse der Astrozyten in Abb. 5 B 
jeweils in Relation zu den LPS-aktivierten Zellen grafisch dargestellt. 
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Abb. 5: Modulation der Stickstoffmonoxid (NO)-Freisetzung durch Honokiol in LPS-stimulierten 
Mikroglia und Astrozyten.  Die NO-Freisetzung wurde im Zellkulturmedium indirekt mittels Grieß-Reagenz 
ermittelt. Nach einer  Inkubationszeit von 24 Stunden zeigte sich, dass Honokiol signifikant die LPS-induzierte 
NO-Freisetzung in Mikroglia reduzierte (A). Die alleinige Inkubation mit Honokiol hatte keinen Einfluss auf die 
NO-Freisetzung. Im Folgenden sind jeweils Inkubationsansatz und die prozentuale NO-Freisetzung angegeben: 
Kontrolle: 12,26 %; Honokiol [10 µM]: 13,45 %; LPS [5 ng/ml]: 100 %; Honokiol [10 µM] + LPS [5 ng/ml]: 
83,26 %. Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden zeigte sich kein signifikanter Einfluss durch Honokiol auf 
die NO-Freisetzung in Astrozyten (B). Im Folgenden sind jeweils Inkubationsansatz und die prozentuale NO-
Freisetzung angegeben: Kontrolle: 75,68 %; Honokiol [25 µM]: 74,55 %; LPS [5 ng/ml]: 100 %; Honokiol 
[25 µM] + LPS [5 ng/ml]: 96,96 %. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert ± SEM (n = 8 (Mikroglia), n = 12 
(Astrozyten); ****p ≤ 0,0001). 
Nach Stimulation der Mikroglia mit LPS zeigte sich eine signifikante Steigerung der NO-
Freisetzung, welche als 100 % definiert wurde, im Vergleich mit der unstimulierten Kontrolle 
(12,26 %). Nach Koinkubation mit Honokiol und LPS wurde die LPS-induzierte NO-
Freisetzung von 100 % auf 83,26 % herabreguliert. Es ließ sich kein Einfluss von Honokiol 
allein (13,45 %) auf die NO-Freisetzung verglichen mit den unstimulierten Zellen 
nachweisen.  
Diesem Versuch zufolge führt Honokiol nicht zu einer vermehrten Mikrogliaaktivierung und 
hat das Potenzial, die LPS-induzierte verstärkte NO-Freisetzung signifikant zu reduzieren. 
In den Astrozyten führte die Stimulation mit LPS nur zu einer tendenziellen Hochregulierung 
der NO-Freisetzung (100 %), verglichen mit der unstimulierten Kontrolle (75,68 %). Weder 
nach Koinkubation mit Honokiol und LPS (96,96 %) noch nach alleiniger Inkubation mit 
Honokiol (74,55 %) ließ sich eine Modulation der NO-Freisetzung feststellen.  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4.4  Einfluss von Honokiol auf die iNOS-mRNA-Expression in Mikroglia 
NO wird im menschlichen Organismus durch verschiedene NO-Synthasen gebildet. In den 
Mikroglia wird NO im Rahmen der Inflammation v. a. über die iNOS synthetisiert. Ihre 
Aktivität ist im Gegensatz zu anderen NO-Synthasen nicht regulierbar, sodass eine erhöhte 
NO-Freisetzung über eine verstärkte iNOS-Expression vermittelt wird. 
Eine mögliche Modulation der iNOS-mRNA-Expressionsrate durch Honokiol in Mikroglia 
wurde in dieser Arbeit mittels qPCR nach 24-stündiger Inkubation untersucht. Ein Ansatz mit 
unstimulierten Zellen diente als Kontrolle zur Ermittlung der Basisexpressionsrate. Die 
Ergebnisse sind in Abb. 6 in Relation zu den LPS-aktivierten Mikroglia grafisch dargestellt. 
!  
Abb. 6: Modulation der induzierbaren NO-Synthase (iNOS)-mRNA-Expressionsrate durch Honokiol in 
LPS-stimulierten Mikroglia. Die iNOS-mRNA-Expressionsrate wurde relativ mittels qPCR quantifiziert. Nach 
einer  Inkubationszeit von 24 Stunden zeigte sich, dass Honokiol signifikant die LPS-induzierte iNOS-mRNA-
Expression in Mikroglia reduzierte. Die alleinige Inkubation mit Honokiol hatte keinen Einfluss auf die iNOS-
mRNA-Expression. Im Folgenden sind jeweils Inkubationsansatz und die prozentuale iNOS-mRNA-
Expressionsrate angegeben: Kontrolle: 0,14 %; Honokiol [10 µM]: 0,02 %; LPS [5 ng/ml]: 100 %; Honokiol 
[10 µM] + LPS [5 ng/ml]: 56,61 %. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert ± SEM (n = 3; *p ≤ 0,05, ****p ≤ 
0,0001). 
Die Stimulation mit LPS führte zu einer signifikanten Steigerung der iNOS-mRNA-
Expressionsrate (100 %), verglichen mit der Kontrolle (0,14 %). Durch simultane Inkubation 
der Mikroglia mit Honokiol und LPS wurde die LPS-induzierte iNOS-mRNA-Expression 
signifikant von 100 % auf 56,61 % reduziert. Die alleinige Inkubation mit Honokiol (0,02 %) 
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hatte im Vergleich mit der unstimulierten Kontrolle (0,14 %) keinen Einfluss auf die iNOS-
mRNA-Expressionsrate. 
Diese Ergebnisse legen nahe, dass die durch Honokiol reduzierte NO-Freisetzung der LPS-
aktivierten Mikroglia aus einer herabregulierten iNOS-mRNA-Expressionsrate resultiert. 
4.5 Modulation der mRNA-Expression proinflammatorischer Zytokine in 
Mikroglia und Astrozyten durch Honokiol 
Ein möglicher Einfluss von Honokiol auf die mRNA-Expression der proinflammatorischen 
Zytokine IL-6, IL-1β und TNF-α in Mikroglia und Astrozyten wurde mittels qPCR 
untersucht. Ein Ansatz unstimulierter Zellen diente als Kontrolle zur Ermittlung der 
Basisexpressionsrate des jeweils untersuchten Zytokins. Im Folgenden werden für die 
Zytokine IL-6 und IL-1β die Ergebnisse aus den Versuchen mit Mikroglia nach 24-stündiger 
Inkubation gezeigt, da diese die stabilsten Ergebnisse erbrachten, während die Astrozyten 
bereits nach 3-stündiger Inkubation signifikante Resultate ohne großer Streuung ergaben. 
TNF-α hingegen ist ein Zytokin, welches früh nach Stimulation exprimiert wird. Eine 
Stimulation mit LPS hatte nach 24 Stunden in Mikroglia in Bezug auf TNF-α keine 
Auswirkungen mehr. Nach dieser Zeit zeigte die unstimulierte Kontrolle eine TNF-α-mRNA-
Expressionsrate auf ähnlichem Niveau wie nach Stimulation mit LPS, sodass für TNF-α auch 
für die Mikroglia die Ergebnisse nach 3-stündiger Stimulation gezeigt werden. 
4.5.1  Einfluss von Honokiol auf die IL-6-mRNA-Expression in Mikroglia und 
Astrozyten 
Die Ergebnisse der IL-6-mRNA-Expression in Mikroglia nach 24-stündiger Inkubation sind 
in Abb. 7 A und die Ergebnisse der Astrozyten nach 3-stündiger Inkubation in Abb. 7 B in 
Relation zu den LPS-aktivierten Zellen grafisch dargestellt. 
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Abb. 7: Modulation der Interleukin (IL)-6-mRNA-Expressionsrate durch Honokiol in LPS-stimulierten 
Mikroglia und Astrozyten. Die IL-6-mRNA-Expressionsrate wurde relativ mittels qPCR quantifiziert. Nach 
einer Inkubationszeit von 24 Stunden zeigte sich, dass Honokiol signifikant die LPS-induzierte IL-6-mRNA-
Expression in Mikroglia reduzierte (A). Die alleinige Inkubation mit Honokiol hatte keinen Einfluss auf die 
IL-6-mRNA-Expression. Im Folgenden sind jeweils Inkubationsansatz und die prozentuale IL6-mRNA-
Expression angegeben: Kontrolle: 0,33 %; Honokiol [10 µM]: 0,11 %; LPS [5 ng/ml]: 100 %; Honokiol [10 µM] 
+ LPS [5 ng/ml]: 56,51 %. Nach einer Inkubationszeit von 3 Stunden zeigte sich, dass Honokiol signifikant die 
LPS-induzierte IL-6-mRNA-Expression in Astrozyten reduzierte, ohne dass die alleinige Inkubation mit 
Honokiol einen Einfluss auf die IL6-mRNA-Expression hatte (B). Im Folgenden sind jeweils Inkubationsansatz 
und die prozentuale IL6-mRNA-Expression angegeben: Kontrolle: 13,15 %; Honokiol [25 µM]: 14,83 %; LPS 
[5 ng/ml]: 100 %; Honokiol [25 µM] + LPS [5 ng/ml]: 46,73 %. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert ± SEM (n 
= 4 (Mikroglia), n = 3 (Astrozyten); *p ≤ 0,05, **p ≤ 0,01, ****p ≤ 0,0001). 
Die Stimulation mit LPS führte zu einer signifikant verstärkten IL-6-mRNA-Expression in 
den Mikroglia (100 %) verglichen mit der unstimulierten Kontrolle (0,33 %). Nach simultaner 
Inkubation mit LPS und Honokiol wurde die LPS-induzierte IL-6-mRNA-Expression 
signifikant von 100 % auf 56,51 % reduziert. Die Stimulation mit Honokiol allein (0,11 %) 
hatte keinen Einfluss auf die IL-6-mRNA-Expressionsrate im Vergleich mit der Kontrolle. 
Auch in den Astrozyten führte eine Stimulation mit LPS zu einer signifikaten Steigerung der 
IL-6-mRNA-Expression (100 %) im Vergleich mit der Kontrolle (13,15 %). Nach 
Koinkubation mit Honokiol und LPS wurde die LPS-induzierte IL-6-mRNA-Expression von 
100 % auf 46,73 % herabreguliert. Es ließ sich kein Einfluss von Honokiol allein auf die IL-6-
mRNA-Expressionsrate verglichen mit den unstimulierten Zellen nachweisen (14,83 %). 
Folglich ist Honokiol in der Lage, die LPS-induzierte verstärkte IL-6-mRNA-Expression in 
den Mikroglia sowie den Astrozyten zu reduzieren, ohne selbst die IL-6-mRNA-
Expressionsrate der nicht-aktivierten Zellen zu erhöhen. 
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4.5.2  Einfluss von Honokiol auf die IL-1ß-mRNA-Expression in Mikroglia und 
Astrozyten 
Die Ergebnisse der IL-1ß-mRNA-Expressionsrate in Mikroglia nach 24-stündiger Inkubation 
sind in Abb. 8 A und die Ergebnisse der IL-1ß-mRNA-Expressionsrate in Astrozyten nach 3-
stündiger Inkubation in Abb. 8 B in Relation zu den LPS-aktivierten Zellen grafisch 
dargestellt. 
!  
Abb. 8: Modulation der Interleukin (IL)-1ß-mRNA-Expressionsrate durch Honokiol in LPS-stimulierten 
Mikroglia und Astrozyten. Die IL-1β-mRNA-Expressionsrate wurde relativ mittels qPCR quantifiziert. Nach 
einer Inkubationszeit von 24 Stunden zeigte sich, dass Honokiol signifikant die LPS-induzierte IL-1ß-mRNA-
Expression in Mikroglia reduzierte, während die alleinige Inkubation mit Honokiol keinen Einfluss auf die 
IL-1ß-mRNA-Expression hatte (A). Im Folgenden sind jeweils Inkubationsansatz und die prozentuale IL-1ß-
mRNA-Expression angegeben: Kontrolle: 3,47 %; Honokiol [10 µM]: 3,70 %; LPS [5 ng/ml]: 100 %; Honokiol 
[10 µM] + LPS [5 ng/ml]: 75,55 %. Nach einer Inkubationszeit von 3 Stunden zeigte sich, dass Honokiol 
signifikant die LPS-induzierte IL-1ß-mRNA-Expression in Astrozyten reduzierte (B). Die alleinige Inkubation 
mit Honokiol hatte keinen Einfluss auf die IL-1ß-mRNA-Expressionsrate. Im Folgenden sind jeweils 
Inkubationsansatz und die prozentuale IL-1ß-mRNA-Expression angegeben: Kontrolle: 1,25 %; Honokiol 
[25 µM]: 1,22 %; LPS [5 ng/ml]: 100 %; Honokiol [25 µM] + LPS [5 ng/ml]: 38,98 %. Dargestellt ist jeweils 
der Mittelwert ± SEM (n = 3 (Mikroglia), n = 3 (Astrozyten); **p ≤ 0,01, ***p ≤ 0,001, ****p ≤ 0,0001). 
Die Stimulation mit LPS führte zu einer signifikant verstärkten IL-1ß-mRNA-Expression in 
den Mikroglia (100 %) im Vergleich mit der unstimulierten Kontrolle (3,47 %). Nach 
Koinkubation mit LPS und Honokiol wurde die LPS-induzierte IL-1ß-mRNA-
Expressionsrate signifikant von 100 % auf 75,55 % herabreguliert. Die Inkubation mit 
Honokiol allein (3,70 %) hatte keinen Einfluss auf die IL-1ß-mRNA-Expressionsrate 
verglichen mit der Kontrolle.  
Die Ergebnisse der Astrozyten gleichen denen der Mikroglia. Auch in den Astrozyten führte 
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eine Stimulation mit LPS zu einer signifikant verstärkten IL-1ß-mRNA-Expression (100 %) 
im Vergleich mit der unstimulierten Kontrolle (1,25 %). Nach simultaner Inkubation mit 
Honokiol und LPS wurde die LPS-induzierte IL-1ß-mRNA-Expressionsrate signifikant 
reduziert (38,98 %). Nach Inkubation mit Honokiol allein ließ sich keine Änderung der IL-1ß-
mRNA-Expressionrate verglichen mit den unstimulierten Zellen feststellen (1,22 %). 
Diese Ergebnisse zeigen, dass Honokiol das Potential besitzt, die LPS-induzierte IL-1ß-
mRNA-Expression in Mikroglia sowie Astrozyten zu reduzieren, ohne selbst die IL-1ß-
mRNA-Expressionsrate der nicht-aktivierten Zellen zu erhöhen. 
4.5.3  Einfluss von Honokiol auf die TNF-α-mRNA-Expression in Mikroglia und 
Astrozyten 
Die Ergebnisse der TNF-α-mRNA-Expressionsrate nach 3-stündiger Inkubation sind in 
Abb. 9 A für Mikroglia und in Abb. 9 B für Astrozyten in Relation zu den LPS-aktivierten 
Zellen grafisch dargestellt. 
!  
Abb. 9: Modulation der Tumornekrosefaktor (TNF)-α-mRNA-Expressionsrate durch Honokiol in LPS-
stimulierten Mikroglia und Astrozyten. Die TNF-α-mRNA-Expressionsrate wurde relativ mittels qPCR 
quantifiziert. Nach einer Inkubationszeit von 3 Stunden zeigte sich, dass Honokiol signifikant die LPS-induzierte 
TNF-α-mRNA-Expression in Mikroglia reduzierte, während die alleinige Inkubation mit Honokiol keinen 
Einfluss auf die TNF-α-mRNA-Expressionsrate hatte (A). Im Folgenden sind jeweils Inkubationsansatz und die 
prozentuale TNF-α-mRNA-Expression angegeben: Kontrolle: 3,79 %; Honokiol [10 µM]: 2,88 %; LPS [5 ng/
ml]: 100 %; Honokiol [10 µM] + LPS [5 ng/ml]: 79,73 %. Nach einer Inkubationszeit von 3 Stunden zeigte sich, 
dass Honokiol signifikant die LPS-induzierte TNF-α-mRNA-Expression in Astrozyten reduzierte (B). Die 
alleinige Inkubation mit Honokiol hatte keinen Einfluss auf die TNF-α-mRNA-Expressionsrate. Im Folgenden 
sind jeweils Inkubationsansatz und die prozentuale TNF-α-mRNA-Expression angegeben: Kontrolle: 0,82 %; 
Honokiol [25 µM]: 1,06 %; LPS [5 ng/ml]: 100 %; Honokiol [25 µM] + LPS [5 ng/ml]: 53,52 %. Dargestellt ist 
jeweils der Mittelwert ± SEM (n = 4 (Mikroglia), n = 3 (Astrozyten); *p ≤ 0,05, ****p ≤ 0,0001). 
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Die LPS-Stimulation der Mikroglia führte im Vergleich mit der unstimulierten Kontrolle 
(3,79 %) zu einer signifikant verstärkten TNF-α-mRNA-Expression, die als 100 % definiert 
wurde. Nach Koinkubation mit LPS und Honokiol wurde die LPS-induzierte TNF-α-mRNA-
Expression signifikant von 100 % auf 79,73 % herabreguliert. Die alleinige Honokiol-
Inkubation (2,88 %) hatte keinen Einfluss auf die TNF-α-mRNA-Expressionsrate verglichen 
mit der Kontrolle. 
Die Ergebnisse der Astrozyten gleichen denen der Mikroglia. Auch in den Astrozyten führte 
eine Stimulation mit LPS zu einer signifikanten Steigerung der TNF-α-mRNA-Expression 
(100 %) im Vergleich mit der unstimulierten Kontrolle (0,82 %). Nach simultaner Inkubation 
mit Honokiol und LPS wurde die LPS-induzierte TNF-α-mRNA-Expression signifikant 
reduziert (53,52 %). Nach Inkubation mit Honokiol allein ließ sich keine Änderung der TNF-
α-mRNA-Expressionrate verglichen mit den unstimulierten Zellen feststellen (1,06 %). 
Daraus resultierend ist Honokiol in der Lage, die LPS-induzierte TNF-α-mRNA-Expression 
sowohl in Mikroglia als auch in Astrozyten zu reduzieren, ohne selbst die TNF-α-mRNA-
Expressionsrate der nicht-aktivierten Zellen zu erhöhen. 
4.5.4 Zusammenfassung der modulatorischen Eigenschaft Honokiols auf die mRNA-
 Expression proinflammatorischer Zytokine in Mikroglia und Astrozyten 
Zusammenfassend zeigen die Versuche, dass durch LPS-Stimulation sowohl in Mikroglia als 
auch in Astrozyten die mRNA-Expressionsrate der proinflammatorischen Zytokine IL-6, 
IL-1β und TNF-α signifikant gesteigert wird und dass Honokiol das Potential besitzt, die 
LPS-induzierte mRNA-Expression dieser Zytokine in Mikroglia und in Astrozyten signifikant 
zu reduzieren. 
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4.6 Einfluss von Honokiol auf die mRNA-Expression des antiinflammatorischen 
 Zytokins IL-10 in Mikroglia und Astrozyten 
Ein möglicher Einfluss von Honokiol auf die mRNA-Expression des antiinflammatorischen 
Zytokins IL-10 in Mikroglia und Astrozyten wurde mittels qPCR untersucht. Die Ergebnisse 
der IL-10-mRNA-Expressionsrate in Mikroglia nach 24-stündiger Inkubation sind in 
Abb. 10 A und die Ergebnisse der Astrozyten nach 6-stündiger Inkubation in Abb. 10 B in 
Relation zu den LPS-aktivierten Zellen grafisch dargestellt. Ein Ansatz mit unstimulierten 
Zellen diente als Kontrolle zur Ermittlung der Basisexpressionsrate. Entgegen der vorherigen 
Versuche mit Astrozyten werden die Ergebnisse nach 6-stündiger Inkubation gezeigt, da die 
Ergebnisse der IL-10-mRNA-Expression nach 3-stündiger Inkubation eine starke Streuung 
aufwies. 
!  
Abb. 10: Modulation der Interleukin (IL)-10-mRNA-Expressionsrate durch Honokiol in LPS-stimulierten 
Mikroglia und Astrozyten. Die IL-10-mRNA-Expressionsrate wurde relativ mittels qPCR quantifiziert. Nach 
einer Inkubationszeit von 24 Stunden zeigte sich, dass Honokiol signifikant die IL-10-mRNA-Expressionsrate in 
LPS-aktivierten Mikroglia erhöhte (A). Die alleinige Inkubation mit Honokiol hatte keinen Einfluss auf die 
IL-10-mRNA-Expressionsrate. Im Folgenden sind jeweils Inkubationsansatz und die prozentuale IL-10-mRNA-
Expression angegeben: Kontrolle: 7,37 %; Honokiol [10 µM]: 11,75 %; LPS [5 ng/ml]: 100 %; Honokiol 
[10 µM] + LPS [5 ng/ml]: 161,87 %. Nach einer Inkubationszeit von 6 Stunden zeigte sich, dass Honokiol 
signifikant die IL-10-mRNA-Expression in LPS-aktivierten Astrozyten erhöhte, während die alleinige 
Inkubation mit Honokiol keinen Einfluss auf die IL-10-mRNA-Expressionsrate hatte (B). Im Folgenden sind 
jeweils Inkubationsansatz und die prozentuale IL-10-mRNA-Expression angegeben: Kontrolle: 13,20 %; 
Honokiol [25 µM]: 5,72 %; LPS [5 ng/ml]: 100 %; Honokiol [25 µM] + LPS [5 ng/ml]: 182,67 %. Dargestellt ist 
jeweils der Mittelwert ± SEM (n = 3 (Mikroglia), n = 4 (Astrozyten); **p ≤ 0,01, ***p ≤ 0,001). 
Ko
ntr
oll
e
Ho
no
kio
l [1
0 µ
M]
LP
S 
[5 
ng
/m
l]
Ho
no
kio
l [1
0 µ
M]
 + 
LP
S
0
50
100
150
200
250
IL
#1
0#
m
RN
A#
Ex
pr
es
sio
ns
ra
te
5
(in
5%
5LP
S#
s:
m
ul
ie
rt
er
5Z
el
le
n)
*****
Ko
ntr
oll
e
Ho
no
kio
l [2
5 µ
M]
LP
S 
[5 
ng
/m
l]
Ho
no
kio
l [2
5 µ
M]
 + 
LP
S
0
50
100
150
200
250
IL
#1
0#
m
RN
A#
Ex
pr
es
sio
ns
ra
te
5
(in
5%
5LP
S#
s:
m
ul
ie
rt
er
5Z
el
le
n) ****
A Mikroglia B Astrozyten
Ergebnisse !64
Die Stimulation der Mikroglia mit LPS führte zu einer signifikant verstärkten IL-10-mRNA-
Expression (100 %), verglichen mit der unstimulierten Kontrolle (7,37 %). Nach 
Koinkubation mit LPS und Honokiol wurde die LPS-induzierte IL-10-mRNA-Expression von 
100 % auf 161,87 % weiter signifikant hochreguliert. Die Inkubation mit Honokiol allein 
(11,75 %) hatte keinen Einfluss auf die IL-10-mRNA-Expressionsrate im Vergleich mit der 
Kontrolle. 
Die Experimente mit den Astrozyten zeigten die gleichen Ergebnisse. Auch in den Astrozyten 
führte eine Stimulation mit LPS zu einer signifikanten Steigerung der IL-10-mRNA-
Expression (100 %) im Vergleich mit der unstimulierten Kontrolle (13,20 %), die nach 
simultaner Inkubation mit Honokiol und LPS weiter signifikant gesteigert wurde (182,67 %). 
Die Inkubation mit Honokiol allein zeigte keine signifikante Änderung der IL-10-mRNA-
Expressionsrate in den Astrozyten (5,72 %). 
Somit führt eine Inkubation der LPS-aktivierten Mikroglia und Astrozyten mit Honokiol zu 
einer signifikant verstärkten mRNA-Expression des antiinflammatorischen Zytokins IL-10. 
Ein Einfluss auf die IL-10-mRNA-Expression der nicht-aktivierten Zellen konnte nicht 
nachgewiesen werden. 
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4.7 Modulation der Proteinfreisetzung proinflammatorischer Zytokine in Mikroglia 
 und Astrozyten durch Honokiol 
Ein möglicher Einfluss von Honokiol auf die Proteinsekretion der proinflammatorischen 
Zytokine IL-6 und TNF-α der Mikroglia und Astrozyten wurde mittels ELISA untersucht. 
Untersucht wurde der Zellkulturüberstand nach 24-stündiger Stimulation. Die Auswertung der 
Ergebnisse erfolgte zunächst quantitativ anhand einer Standardkurve, die aus den bei jedem 
Experiment mitgeführten Zytokinstandards von 0 - 2000 pg/ml, erstellt wurde. Aus diesen 
Werten wurde anschließend die prozentuale Proteinfreisetzung von IL-6 bzw. TNF-α 
berechnet. 
4.7.1  Einfluss von Honokiol auf die IL-6-Proteinfreisetzung in Mikroglia und 
Astrozyten 
Die Ergebnisse der IL-6-Proteinfreisetzung der Mikroglia sind in Abb. 11 A und die der 
Astrozyten in Abb. 11 B in Relation zu den LPS-aktivierten Zellen grafisch dargestellt. 
!  
Abb. 11: Modulation der Interleukin (IL)-6-Proteinfreisetzung durch Honokiol in LPS-stimulierten 
Mikroglia und Astrozyten. Die IL-6-Proteinfreisetzung wurde im Zellkulturüberstand mittels ELISA bestimmt. 
Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden zeigte sich, dass Honokiol signifikant die LPS-induzierte IL-6-
Proteinfreisetzung in Mikroglia reduzierte (A). Die alleinige Inkubation mit Honokiol hatte keinen Einfluss auf 
die IL-6-Proteinsekretion. Im Folgenden sind jeweils Inkubationsansatz und die prozentuale IL6-
Proteinfreisetzung angegeben: Kontrolle: 0,00 %; Honokiol [10 µM]: 0,00 %; LPS [5 ng/ml]: 100 %; Honokiol 
[10 µM] + LPS [5 ng/ml]: 38,22 %. Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden zeigte sich, dass Honokiol 
signifikant die LPS-induzierte IL-6-Proteinfreisetzung in Astrozyten reduzierte, ohne dass die alleinige 
Inkubation mit Honokiol einen Einfluss auf die IL-6-Proteinsekretion hatte (B). Im Folgenden sind jeweils 
Inkubationsansatz und die prozentuale IL-6-Proteinfreisetzung angegeben: Kontrolle: 0,00 %; Honokiol 
[25 µM]: 0,00 %; LPS [5 ng/ml]: 100 %; Honokiol [25 µM] + LPS [5 ng/ml]: 69,15 %. Dargestellt ist jeweils 
der Mittelwert ± SEM (n = 4 (Mikroglia), n = 3 (Astrozyten); ***p ≤ 0,001, ****p ≤ 0,0001). 
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In Mikroglia zeigte sich eine signifikant verstärkte Proteinsekretion des Zytokins IL-6 nach 
LPS-Stimulation (100 %) verglichen mit den unstimulierten Zellen, deren Werte unterhalb der 
Nachweisgrenze lagen (0,00 %). Durch Koinkubation mit LPS und Honokiol wurde eine 
signifikante Reduktion der IL-6-Proteinsekretion der LPS-aktivierten Mikroglia von 100 % 
auf 38,22 % nachgewiesen. Bei einer alleinigen Inkubation mit Honokiol war, wie bei den 
unstimulierten Kontrollzellen, keine IL-6-Sekretion nachweisbar (0,00 %). Diese Ergebnisse 
kongruieren mit der zuvor nachgewiesenen Modulation der IL-6-mRNA-Expression in den 
Mikroglia. 
Die Ergebnisse zur Bestimmung der IL-6-Proteinsekretion der Astrozyten zeigten die gleiche 
Tendenz wie die der Mikroglia. Es zeigte sich eine signifikant verstärkte Proteinsekretion des 
Zytokins IL-6 nach 24-stündiger Stimulation mit LPS (100 %) verglichen mit den 
unstimulierten Astrozyten, deren Werte ebenfalls unterhalb der Nachweisgrenze lagen 
(0,00 %). Eine Koinkubation mit Honokiol reduzierte signifikant die IL-6-Proteinsekretion 
der LPS-aktivierten Astrozyten von 100 % auf 69,15 %. Eine Inkubation mit Honokiol allein 
führte zu keiner nachweisbaren Proteinsekretion von IL-6 (0,00 %). Diese Ergebnisse stehen 
im Einklang mit der IL-6-mRNA-Expression in den Astrozyten. 
Somit führt die Inkubation der LPS-aktivierten Mikroglia und Astrozyten mit Honokiol nicht 
nur zu einer Reduktion der IL-6-mRNA-Expression, sondern auch zu einer signifikant 
reduzierten Proteinfreisetzung des Zytokins. 
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4.7.2  Einfluss von Honokiol auf die TNF-α-Proteinfreisetzung in Mikroglia und 
Astrozyten 
Die Ergebnisse der TNF-α-Proteinfreisetzung der Mikroglia sind in Abb. 12 A und die 
Ergebnisse der Astrozyten in Abb. 12 B in Relation zu den LPS-aktivierten Zellen grafisch 
dargestellt. 
!  
Abb. 12: Modulation der Tumornekrosefaktor (TNF)-α-Proteinfreisetzung durch Honokiol in LPS-
stimulierten Mikroglia und Astrozyten. Die TNF-α-Proteinfreisetzung wurde im Zellkulturüberstand mittels 
ELISA bestimmt. Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden zeigte sich, dass Honokiol signifikant die LPS-
induzierte TNF-α-Proteinfreisetzung in Mikroglia reduzierte (A). Die alleinige Inkubation mit Honokiol hatte 
keinen Einfluss auf die TNF-α-Proteinsekretion. Im Folgenden sind jeweils Inkubationsansatz und die 
prozentuale TNF-α-Proteinfreisetzung angegeben: Kontrolle: 0,13 %; Honokiol [10 µM]: 0,13 %; LPS [5 ng/
ml]: 100 %; Honokiol [10 µM] + LPS [5 ng/ml]: 77,95 %. Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden zeigte 
sich, dass Honokiol signifikant die LPS-induzierte TNF-α-Proteinfreisetzung in Astrozyten reduzierte, ohne dass 
die alleinige Inkubation mit Honokiol einen Einfluss auf die TNF-α-Proteinsekretion hatte (B). Im Folgenden 
sind jeweils Inkubationsansatz und die prozentuale TNF-α-Proteinfreisetzung angegeben: Kontrolle: 2,31 %; 
Honokiol [25 µM]: 2,06 %; LPS [5 ng/ml]: 100 %; Honokiol [25 µM] + LPS [5 ng/ml]: 74,64 %. Dargestellt ist 
jeweils der Mittelwert ± SEM (n = 3 (Mikroglia), n = 4 (Astrozyten); *p ≤ 0,05, ****p ≤ 0,0001). 
In den Mikroglia zeigte sich eine signifikant verstärkte Proteinsekretion des Zytokins TNF-α 
nach LPS-Stimulation (100 %) verglichen mit der unstimulierten Kontrolle (0,13 %). Nach 
Koinkubation mit LPS und Honokiol wurde die LPS-induzierte TNF-α-Proteinfreisetzung 
signifikant von 100 % auf 74,64 % reduziert. Die Inkubation mit Honokiol allein (2,06 %) 
hatte keinen Einfluss auf die TNF-α-Proteinsekretion im Vergleich mit der Kontrolle. Diese 
Ergebnisse stehen im Einklang mit der Modulation der TNF-α-mRNA-Expression. 
Auch bei den Astrozyten führte die Stimulation mit LPS zu einer signifikant verstärkten 
Proteinsekretion des Zytokins TNF-α (100 %) im Vergleich mit der unstimulierten Kontrolle 
Ko
ntr
oll
e
Ho
no
kio
l [1
0 µ
M]
LP
S 
[5 
ng
/m
l]
Ho
no
kio
l [1
0 µ
M]
 + 
LP
S
0
50
100
150
TN
F$
α
$P
ro
te
in
$F
re
ise
tz
un
g
(in
1%
1LP
S$
s5
m
ul
ie
rt
er
1Z
el
le
n)
********
Ko
ntr
oll
e
Ho
no
kio
l [2
5 µ
M]
LP
S 
[5 
ng
/m
l]
Ho
no
kio
l [2
5 µ
M]
 + 
LP
S
0
50
100
150
TN
F$
α
$P
ro
te
in
$F
re
ise
tz
un
g
(in
1%
1LP
S$
s5
m
ul
ie
rt
er
1Z
el
le
n)
*****
A Mikroglia B Astrozyten
Ergebnisse !68
(2,31 %). Nach simultaner Inkubation mit Honokiol und LPS wurde die LPS-induzierte TNF-
α-Proteinfreisetzung signifikant reduziert (74,64 %). Die Inkubation mit Honokiol allein hatte 
keinen Einfluss auf die TNF-α-Proteinsekretion der Astrozyten (1,06 %) verglichen mit der 
unstimulierten Kontrolle. Diese Ergebnisse kongruieren mit den Ergebnissen der Modulation 
der TNF-α-mRNA-Expression in den Astrozyten. 
Somit hat Honokiol das Potenzial, die LPS-bedingt erhöhte Freisetzung des 
proinflammatorischen Zytokins TNF-α der Mikroglia und Astrozyten sigifikant zu reduzieren. 
4.7.3 Zusammenfassung der modulatorischen Eigenschaft Honokiols auf die 
Proteinfreisetzung proinflammatorischer Zytokine in Mikroglia und Astrozyten 
Zusammenfassend zeigen die Versuche, dass aus der reduzierten mRNA-Expression von IL-6 
und TNF-α nach Inkubation der LPS-aktivierten Mikroglia und Astrozyten mit Honokiol auch 
eine verringerte Proteinfreisetzung dieser proinflammatorischen Zytokine resultiert. Die 
alleinige Inkubation mit Honokiol hatte keinen Einfluss auf die Freisetzung von IL-6 und 
TNF-α. 
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4.8  Einfluss von Honokiol auf die MAP-Kinasen ERK1/2 in Mikroglia und 
Astrozyten 
Die Mitogen-aktivierte Proteinkinasen-Kaskade (MAPK) ist eine Phosphorylierungskaskade, 
die an einer Vielzahl diverser zellregulatorischer Vorgänge beteiligt ist. Nach Aktivierung 
dieses Signalweges werden z. B. die extrazellulär-regulierten Kinasen (ERK) phosphoryliert 
(pERK), welche dann in den Zellkern wandern und dort u. a. die Genexpression von 
inflammatorischen Zytokinen beeinflussen.  
Der Einfluss von Honokiol auf die Aktivierung der MAP-Kinasen ERK1/2 in Mikroglia und 
Astrozyten wurde mittels Western Blot analysiert. Ein Bild eines repräsentativen Blots für die 
Mikroglia nach einer 30-minütigen Inkubation ist in der Abb. 13.1 A und nach einer 60-
minütigen Inkubation in der Abb. 13.1 B dargestellt. 
!  
Abb. 13.1: Einfluss von Honokiol auf die Phosphorylierung der extrazellulär regulierten Kinasen 
(ERK)1/2 in LPS-stimulierten Mikroglia nach 30- und 60-minütiger Inkubation. Als Indikator für eine 
Aktivierung des Mitogen-aktivierten Proteinkinasen-Kaskade (MAPK)-Signaltransduktionsweges wurde die 
Phosphorylierung der Kinasen ERK1/2 mittels Western Blot untersucht. Dafür wurden zunächst die 
Proteinbanden von phosphoryliertem ERK1 (44 kDa) und ERK2 (42 kDa) (pERK1/2) und anschließend von 
unphosphoryliertem ERK2 (42 kDa) detektiert. Anhand der Bandenintensitäten von pERK1/2 in Bezug zu denen 
von ERK2 wurden dann vergleichende Aussagen zur Phosphorylierung der MAP-Kinasen ERK1/2 getroffen. 
Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten (A) sowie 60 Minuten (B) war eine deutliche Zunahme von 
pERK1/2 in den LPS-stimulierten Zellen im Vergleich zu der jeweiligen Kontrolle festzustellen. Die alleinige 
Inkubation mit Honokiol führte zu keiner Änderung der Phosphorylierung von ERK1/2. Durch Koinkubation mit 
Honokiol und LPS ließ sich nach 30 Minuten eine Zunahme der ERK1/2-Phosphorylierung feststellen, während 
sie nach 60 Minuten eher reduziert wurde. 
Nach einer Inkubationszeit der Mikroglia von 30 Minuten (A) sowie 60 Minuten (B) mit LPS 
zeigte sich eine deutliche Zunahme der Bandenintensität von pERK1/2 im Vergleich zur 
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Kontrolle, die für eine verstärkte Aktivierung dieses Signalweges spricht. Die Koinkubation 
mit Honokiol und LPS führte nach 30 Minuten zu einem weiteren Anstieg von pERK1/2, 
während die Phosphorylierung von ERK1/2 nach 60 Minuten tendenziell reduziert wurde. Die 
alleinige Stimulation mit Honokiol zeigte keinen Unterschied zur Kontrolle. 
Ein Bild eines repräsentativen Blots für die Astrozyten ist in Abb. 13.2 A nach einer 30-
minütigen Inkubation und in Abb. 13.2 B nach einer 60-minütigen Inkubation dargestellt. 
!  
Abb. 13.2: Einfluss von Honokiol auf die Phosphorylierung der extrazellulär regulierten Kinasen 
(ERK)1/2 in LPS-stimulierten Astrozyten nach 30- und 60-minütiger Inkubation. Als Indikator für eine 
Aktivierung des Mitogen-aktivierten Proteinkinasen-Kaskade (MAPK)-Signaltransduktionsweges wurde die 
Phosphorylierung der Kinasen ERK1/2 mittels Western Blot untersucht. Dafür wurden zunächst die 
Proteinbanden von phosphoryliertem ERK1 (44 kDa) und ERK2 (42 kDa) (pERK1/2) und anschließend von 
unphosphoryliertem ERK2 (42 kDa) detektiert. Anhand der Bandenintensitäten von pERK1/2 in Bezug zu denen 
von ERK2 wurden dann vergleichende Aussagen zur Phosphorylierung der MAP-Kinasen ERK1/2 getroffen. 
Sowohl nach 30- (A) als auch nach 60-minütiger (B) Inkubation der Astrozyten mit LPS war die 
Bandenintensität von pERK1/2 ähnlich der von pERK1/2 der jeweiligen Kontrolle. Nach Inkubation der 
Astrozyten mit Honokiol sowie nach Koinkubation mit Honokiol und LPS ließ sich keine wesentliche Änderung 
der ERK-Phosphorylierung feststellen. 
Nach einer Inkubationszeit der Astrozyten von 30 Minuten (A) sowie 60 Minuten (B) mit LPS 
entsprach die Bandenintensität von pERK1/2 nahezu der von pERK1/2 der Kontrolle. Nach 
Koinkubation mit Honokiol und LPS war weder nach 30 Minuten noch nach 60 Minuten eine 
wesentliche Änderung der Bandenintensitäten und somit keine Modulation der 
Phosphorylierungsrate von ERK1/2 erkennbar. Die alleinige Stimulation mit Honokiol zeigte 
keinen Unterschied zur Kontrolle. 
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Für eine quantitative Auswertung der Ergebnisse wurden die Bandenintensitäten von 
pERK1/2 sowie von unphosphoryliertem ERK2 densitometrisch gemessen und die Menge des 
Anteils von pERK1/2 rechnerisch durch Bildung des Quotienten aus pERK1/2 und ERK2 
ermittelt. 
Die Ergebnisse für die Mikroglia sind in der Abb. 14.1 A nach einer 30-minütigen Inkubation 
und in der Abb. 14.1 B nach einer 60-minütigen Inkubation dargestellt. 
!  
Abb. 14.1: Densitometrische Auswertung der Western Blot-Ergebnisse über den Einfluss von Honokiol 
auf die Phosphorylierung der extrazellulär regulierten Kinasen (ERK) 1/2 in LPS-stimulierten Mikroglia 
nach 30- und 60-minütiger Inkubation. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten zeigte sich, dass Honokiol 
die LPS-induzierte Phosphorylierungsrate von ERK1/2 steigerte (A). Die alleinige Inkubation mit Honokiol 
hatte keinen Einfluss auf die ERK1/2-Phosphorylierungsrate. Im Folgenden sind jeweils Inkubationsansatz und 
die ERK1/2-Phosphorylierungsrate angegeben: Kontrolle: 13,38 %; Honokiol [10 µM]: 11,54 %; LPS [5 ng/ml]: 
100 %; Honokiol [10 µM] + LPS [5 ng/ml]: 151,42 %. Nach einer Inkubationszeit von 60 Minuten zeigte sich, 
dass Honokiol die LPS-induzierte ERK1/2-Phosphorylierungsrate in Mikroglia reduzierte, ohne dass die 
alleinige Inkubation mit Honokiol einen Einfluss auf die ERK1/2-Phosphorylierungsrate hatte (B). Im Folgenden 
sind jeweils Inkubationsansatz und die ERK1/2-Phosphorylierungsrate angegeben: Kontrolle: 42,05 %; 
Honokiol [25 µM]: 35,71 %; LPS [5 ng/ml]: 100 %; Honokiol [25 µM] + LPS [5 ng/ml]: 72,07 %. Dargestellt ist 
jeweils der Mittelwert ± SEM (n = 3 (A), n = 4 (B); **p ≤ 0,01). 
Die LPS-Stimulation der Mikroglia führte sowohl nach 30 Minuten (A) im Vergleich mit der 
unstimulierten Kontrolle (13,38 %) als auch nach 60 Minuten (B) im Vergleich mit der 
unstimuliertern Kontrolle (42,05 %) zu einer Zunahme von pERK1/2, welche als 100 % 
definiert wurde. Nach Koinkubation mit LPS und Honokiol stieg die Phosphorylierungsrate 
von ERK1/2 nach 30-minütiger Inkubation weiter an (151,42 %), während sie nach 60-
minütiger Inkubation reduziert wurde (72,07 %). Die alleinige Honokiol-Inkubation zeigte 
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weder nach 30 Minuten (11,54 %) noch nach 60 Minuten (35,71 %) eine wesentliche 
Änderung der Menge an pERK1/2 gegenüber der entsprechenden Kontrolle. 
Honokiol führte also tendenziell nach 30-minütiger Inkubation in LPS-stimulierten Mikroglia 
zu einem Anstieg der ERK1/2-Phosphorylierungsrate, während nach 60-minütiger Inkubation 
eine Reduktion der ERK1/2-Phosphorylierung festzustellen war, wenn auch das 
Signifikanzniveau nicht erreicht wurde. 
Die Ergebnisse für die Astrozyten sind in Abb. 14.2 A nach einer 30-minütigen Inkubation 
und in Abb. 15.2 B nach einer 60-minütigen Inkubation grafisch dargestellt. 
!  
Abb. 14.2: Densitometrische Auswertung der Western Blot-Ergebnisse über den Einflusses von Honokiol 
auf die Phosphorylierung der extrazellulär regulierten Kinasen (ERK)1/2 in LPS-stimulierten Astrozyten 
nach 30- und 60-minütiger Inkubation. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten ließ sich kein 
modulatorischer Einfluss von Honokiol auf die Phosphorylierungsrate von ERK1/2 in den Astrozyten 
nachweisen (A). Bereits die unstimulierte Kontrolle zeigte eine ERK1/2-Phosphorylierungsrate auf ähnlichem 
Niveau der ERK1/2-Phosphorylierungsrate nach LPS-Stimulation. Im Folgenden sind jeweils Inkubationsansatz 
und die ERK1/2-Phosphorylierungsrate nach 30-minütiger Inkubation angegeben: Kontrolle: 124,60 %; 
Honokiol [25 µM]: 94,20 %; LPS [5 ng/ml]: 100 %; Honokiol [25 µM] + LPS [5 ng/ml]: 112,73 %. Auch nach 
60-minütiger Inkubation war keine Tendenz einer Modulation der ERK1/2-Phosphorylierungsrate durch 
Honokiol nachweisbar (B). Die ERK1/2-Phosphorylierungsrate der Kontrolle lag auf demselben Niveau der 
ERK1/2-Phosphorylierungsrate nach LPS-Stimulation. Im Folgenden sind jeweils Inkubationsansatz und die 
ERK1/2-Phosphorylierungsrate nach 60-minütiger Inkubation angegeben: Kontrolle: 82,03 %; Honokiol 
[25 µM]: 112,33 %; LPS [5 ng/ml]: 100 %; Honokiol [25 µM] + LPS [5 ng/ml]: 110,58 %. Dargestellt ist jeweils 
der Mittelwert ± SEM (n = 4 (A), n = 4 (B)). 
Nach einer 30- sowie nach einer 60-minütigen Inkubation der Astrozyten wies die Kontrolle 
eine ERK1/2-Phosphorylierungsrate auf ähnlichem Niveau der nach LPS-Stimulation auf. 
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Weder durch Inkubation der Zellen mit Honokiol allein, noch durch Koinkubation mit 
Honokiol und LPS ließ sich eine Modulation der ERK1/2-Phosphorylierungsrate erkennen. 
4.9   Nachweis von KLF-4 in Mikroglia und Astrozyten durch Immunfluoreszenz-
färbung 
In vorangegangenen Studien wurde dem Transkriptionsfaktor Krüppel-like factor (KLF-)4 
eine bedeutende Rolle im Rahmen von Entzündungsprozessen zugeschrieben. Er konnte 
sowohl in Makrophagen als auch in Mikroglia nachgewiesen werden und ist eng mit dem NF-
κB-Signaltransduktionsweg gekoppelt. Über die Expression in Astrozyten ist bisher wenig 
bekannt. 
Mittels Immunfluoreszenzfärbung konnte der Transkriptionsfaktor KLF-4 in dieser Arbeit 
sowohl in Mikroglia (Abb. 15.1) als auch in Astrozyten (Abb. 15.2) nachgewiesen werden. 
KLF-4 stellt sich in den folgenden Abbildungen grün dar, während die Zellkerne nach 
Inkubation mit Bisbenzimid unter dem Fluoreszenzmikroskop blau fluoreszierten. 
 
Abb. 15.1: Nachweis von Krüppel-like factor (KLF)-4 in Mikroglia mittels Fluoreszenzfärbung. Die 
Detektion von KLF-4 erfolgte an unstimulierten Mikroglia, die für 24 Stunden auf Deckgläsern kultiviert 
wurden, mittels eines spezifischen Primärantikörpers gegen KLF-4 und eines grün fluoreszierenden 
Sekundärantikörpers. Die Zellkerne wurden mit Bisbenzimid gefärbt. Der Transkriptionsfaktor KLF-4 wurde 
spezifisch in den unstimulierten Mikroglia nachgewiesen und fluoreszierte grün, während die Zellkerne blau 
fluoreszierten (A). In den Färbekontrollen wurden die Mikroglia nur mit dem grün fluoreszierenden 
Sekundärantikörper und Bisbenzimid inkubiert. In den Kontrollen waren nur die blau fluoreszierenden Zellkerne 
sichtbar (B). Dargestellt sind repräsentative Fotos aus n = 3 unabhängigen Versuchen.  
BA
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Abb. 15.2: Nachweis von Krüppel-like factor (KLF)-4 in Astrozyten mittels Fluoreszenzfärbung. Die 
Detektion von KLF-4 erfolgte an unstimulierten Astrozyten, die für 72 Stunden auf Deckgläsern kultiviert 
wurden, mittels eines spezifischen Primärantikörpers gegen KLF-4 und eines grün fluoreszierenden 
Sekundärantikörpers. Die Zellkerne wurden mit Bisbenzimid gefärbt. Der Transkriptionsfaktor KLF-4 wurde 
spezifisch in den unstimulierten Astrozyten nachgewiesen und fluoreszierte grün, während die Zellkerne blau 
fluoreszierten (A). In den Färbekontrollen wurden die Astrozyten nur mit dem grün fluoreszierenden 
Sekundärantikörper und Bisbenzimid inkubiert. In den Kontrollen waren nur die blau fluoreszierenden Zellkerne 
sichtbar (B). Dargestellt sind repräsentative Fotos aus n = 3 unabhängigen Versuchen. 
Dies ist einer der ersten Nachweise, dass neben den Mikroglia auch Astrozyten den 
Transkriptionsfaktor KLF-4 exprimieren. Dieser befindet sich in den unstimulierten 
Astrozyten unmittelbar in Zellkernnähe. Die Färbekontrollen ohne Primärantikörper zeigten 
keine grüne Fluoreszenz, sodass dadurch bestätigt wurde, dass spezifisch KLF-4 angefärbt 
wurde.  
BA
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5 Diskussion
Im Folgenden sollen die Ergebnisse in den Kontext der aktuellen Literatur gebracht und die 
Möglichkeit des Einsatzes von Honokiol als Therapeutikum im Rahmen neurodegenerativer 
Erkrankungen diskutiert werden.  
Ein wesentlicher Pathomechanismus neurodegenerativer Erkrankungen ist die Mikroglia-
assoziierte Neuroinflammation. Bereits vor über 20 Jahren wurden neuroinflammatorische 
Prozesse bei der Alzheimer-Krankheit beschrieben [26]. Weitere Studien wiesen diese beim 
Morbus Parkinson [65, 91, 117, 155-157], der Amyotrophen Lateralsklerose und der 
Multiplen Sklerose nach [6, 47, 158]. Bislang ist nicht eindeutig geklärt, ob das 
Entzündungsgeschehen die primäre Ursache dieser Erkrankungen darstellt oder ob die 
Neuroinflammation reaktiv aus dem neuronalen Untergang resultiert. Es verdichten sich 
jedoch die Hinweise, dass die chronische Immunreaktion mit der langanhaltenden Produktion 
proinflammatorischer Mediatoren maßgeblich an der Neurodegeneration beteiligt ist und 
damit das Krankheitsfortschreiten unterhält [6]. 
Trotz der begründeten Erwartung und einiger wissenschaftlicher Teilerfolge neuro-
degenerative Erkrankungen durch antiinflammatorische Medikamente therapieren zu können, 
ist deren Erforschung bislang auch von Rückschlägen begleitet [159]: Anhand von 
Mausmodellen der Alzheimer-Krankheit konnte durch den Einsatz Nichtsteroidaler 
Antirheumatika (NSAIDs) eine Eindämmung der Freisetzung proinflammatorischer Zytokine 
durch Mikroglia sowie eine Reduktion der Ablagerung von Amyloid-Plaques nachgewiesen 
werden [160]. Auch epidemiologische Studien an Patienten, die aufgrund entzündlicher 
Systemerkrankungen eine länger andauernde NSAID-Therapie erhalten haben, ergaben den 
Hinweis auf ein verringertes Auftretens eines M. Alzheimer oder M. Parkinson [161, 162]. 
Neuere klinische Studien konnten jedoch keinen signifikant protektiven Effekt durch NSAIDs 
bestätigen [162-165].  
Dieser Misserfolg lässt sich u. a. durch einen verzögerten Therapiestart und eine 
unzureichende Therapiedauer erklären. Ein wesentlicher Grund könnte jedoch sein, dass 
NSAIDs lediglich die Expression proinflammatorischer Zytokine durch Mikroglia inhibieren, 
ohne deren Transformation in den antiinflammatorischen Phänotyp M2 zu bewirken [28, 
166].  
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Die physiologische Inflammation ist durch ein fein abgestimmtes Auftreten des M1- und M2-
Phänotyps der Mikroglia gekennzeichnet und dadurch ein ZNS-protektives Geschehen. Der 
M1-Phänotyp ist der Initiator der Entzündungsreaktion und mit der Expression 
proinflammatorischer Mediatoren u. a. für die Beseitigung von eindringenden 
Mikroorganismen verantwortlich, kann jedoch bei langanhaltender Aktivität umliegende 
Neurone maßgeblich schädigen. Der M2-Phänotyp dient der Wiederherstellung der 
Gewebehomöostase. In diesem Status sind die Mikroglia befähigt, toxische Proteinaggregate, 
z. B. die Amyloid-Plaques beim M. Alzheimer, zu phagozytieren und die Gewebereparatur 
durch die Freisetzung von Wachstumsfaktoren zu initiieren [60, 167].  
Extrazellulär aggregiertes α-Synuclein, Tau-Proteine und Amyloid-Plaques bewirken die 
Transformation der Mikroglia in den M1-Phänotyp mit der Folge der Freisetzung 
proinflammatorischer Zytokine. In diesem Status ist ihre Fähigkeit Proteinaggregate 
abzubauen stark herabgesetzt [28, 60]. Während zu Beginn des M. Alzheimer und des 
M. Parkinson das Gleichgewicht noch auf Seite der M2-Zellen liegt, dominiert im Verlauf der 
Erkrankungen der M1-Phänotyp. Die neurotoxischen Proteinaggregate können nicht mehr 
abgebaut werden, die Inflammation spitzt sich weiter zu und es entsteht ein Circulus vitiosus, 
der in einem irreversiblen Neuronenverlust mündet [60, 168, 169]. Als mögliche Ursache 
wird, neben der Exposition der Mikroglia mit den Proteinaggregaten, eine mit dem Altern 
einhergehende Verlagerung des immunologischen Gleichgewichts in Richtung 
Proinflammation angesehen [27, 168, 169]. Während vermehrt proinflammatorische Zytokine 
wie IL-1β, IL-6 und TNF-α exprimiert werden, sinkt die Konzentration der anti-
inflammatorischen Zytokine IL-10 und IL-4 im gealterten ZNS (Kap. 1.2.5) [27, 60, 119, 
170].  
Die Arbeitsgruppen um Shimizu et al. sowie Michelucci et al. konnten in-vitro nachweisen, 
dass die Stimulation primärer Mikroglia mit IL-4 und IL-10 bzw. IL-13 zu einer 
Transformation der Zellen in den M2-Phänotyp führt, mit der Folge eines deutlich verstärkten 
Abbaus von Amyloid-β [169, 171]. In einem in-vivo Alzheimer-Modell an Mäusen konnten 
diese Befunde bestätigt werden: Nach intrazerebraler Injektion von IL-4 und IL-13 zeigte sich 
eine verminderte Aβ-Konzentration im ZNS bei einem vermehrten Auftreten der M2-
Mikroglia. Dieser Befund ging mit einer verbesserten Kognition der Mäuse einher [172]. Die 
Arbeitsgruppe um Michelucci konnte zeigen, dass selbst kleine Dosen von IL-10 und IL-4 
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den antiinflammatorischen Status der Mikroglia, sogar nach deren Stimulation mit Amyloid-
β, aufrecht erhalten können [169].  
Um neurodegenerative Erkrankungen anhand des Pathomechanismus der Neuroinflammation 
zu behandeln, sind folglich Medikamente notwendig, die nicht nur eine Eindämmung der 
Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren bewirken, sondern die Immunreaktion in 
Richtung Antiinflammation und Neuroprotektion, im Sinne des M2-Phänotyps der Mikroglia, 
modulieren [167, 173]. Vor diesem Hintergrund wurde Honokiol in der vorliegenden Arbeit 
untersucht. 
Dabei ist die Auswirkung auf die Astrozyten nicht außer Acht zu lassen. Lange Zeit galten die 
Astrozyten als die neuroprotektiven Zellen im Entzündungsgeschehen. Physiologisch 
exprimieren diese „Ruhesignale“, die die Mikroglia im antiinflammatorischen M2-Phänotyp 
bewahren und deren Expression von Gewebereparaturfaktoren fördern [169]. Mittlerweile ist 
bekannt, dass sie im Rahmen neurodegenerativer Erkrankungen ebenfalls proinflammato-
rische Zytokine exprimieren und durch die Freisetzung von CSF-1 die Proliferation der 
Mikroglia induzieren [27, 65, 66, 72]. Weiterhin gibt es Nachweise, dass Astrozyten reaktive 
Nitrogen- und Sauerstoffspezies exprimieren können [14]. 
Nach der aktuellsten Literatur werden die Astrozyten, ähnlich wie die Mikroglia, in zwei 
unterschiedliche Phänotypen unterschieden: A1 und A2. Während der A2-Phänotyp 
neuroprotektive Faktoren freisetzt und die Formation von Synapsen, die Phagozytose von 
Zelldebris und die Gewebereparatur unterstützt, ist der durch aktivierte Mikroglia induzierte 
A1-Phänotyp gekennzeichnet durch die Expression neurotoxischer Mediatoren. Dabei wurde 
durch die Arbeitsgruppe um Liddelow eine verstärkte Ansammlung des A1-Phänotyps der 
Astrozyten in post-mortem Untersuchungen der Gehirne u. a. von Patienten mit M. Alzheimer 
und M. Parkinson nachgewiesen [174]. 
5.1 In-vitro Versuche an Mikroglia und Astrozyten 
In dieser Arbeit wurde die immunmodulatorische Wirkung des Polyphenols Honokiol auf 
primäre Mikroglia und primäre Astrozyten in-vitro untersucht. Als ein anerkanntes Versuchs-
Modell [175, 176] wurden die Zellen durch Stimulation mit LPS, einem bakteriellen 
Endotoxin, aktiviert. Dadurch lässt sich eine Neuroinflammation, wie sie beispielsweise beim 
M. Parkinson oder M. Alzheimer auftritt, simulieren und die Auswirkung von Therapeutika 
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auf das Genexpressionsprofil der Zellen ermitteln [177]. LPS aktiviert Mikroglia und 
Astrozyten, ähnlich wie die Aβ-Aggregate beim M. Alzheimer, über den Rezeptor TLR4 und 
den Co-Rezeptor CD14 [6, 85, 178-180]. Die Folge ist u. a. eine verstärkte Expression der 
proinflammatorischen Zytokine IL-6, IL-1β und TNF-α, sowie eine durch erhöhte iNOS-
Expression bedingte vermehrte Freisetzung von NO [85, 104, 180, 181].  
Die erhöhte Expression dieser proinflammatorischen Mediatoren war in der vorliegenden 
Arbeit nach einer LPS-Stimulation sowohl in den Mikroglia als auch in den Astrozyten 
(abgesehen von NO und iNOS) nachweisbar. Weiterhin bestätigte die mikroskopische 
Beurteilung der Mikroglia nach Coomassie-Blau-Färbung einen aktivierten Phänotyp nach 
deren Stimulation mit LPS. 
Zu beachten ist, dass die Kultivierung der Zellen an sich einen Stimulationsreiz darstellt. Um 
diesen Reiz zu verringern und die Zellen als Ausgangspunkt für die Versuche in dieser Arbeit 
in ihrem deaktivierten Phänotyp zu bewahren, wurden die Mikroglia nach der Zellaussaat 
zunächst für 24 Stunden und die Astrozyten für 72 Stunden vorinkubiert.  
Die mikroskopische Beurteilung der Mikroglia nach Commassie-Blau-Färbung zeigte 
weiterhin, dass sich die Kontrollen der Mikroglia in ihrer ramifizierten, ruhenden Form 
befanden.  
Zusammenfassend war somit eine suffiziente Versuchsgrundlage zur Beurteilung der Wirkung 
von Honokiol in einem inflammatorischen in-vitro Versuchsmodell gegeben. 
5.2 Toxizität von Honokiol und mögliche Nebenwirkungen 
In dieser Arbeit wurde eine Honokiol-Konzentration von 10 µM für die Versuche mit den 
Mikroglia und von 25 µM für die Versuche mit den Astrozyten verwendet, nachdem zuvor die 
toxische Grenze Honokiols mittels MTT-Test bestimmt wurde. Dabei ließ sich eine 
Verringerung der MTT-Reduktion, die auf eine Zelldysfunktion oder den Zelltod hindeutet, 
erst ab einer Konzentration von 50 µM für Mikroglia und ab einer Konzentration von 100 µM 
für Astrozyten feststellen. Bei der nächstkleineren Konzentration von 25 µM für Mikroglia 
und 50 µM für Astrozyten trat keine Verringerung der MTT-Reduktion auf. Für die weiteren 
Versuche wurde mit 10 µM für Mikroglia und 25 µM für Astrozyten ein ausreichender 
„Sicherheitsabstand“ gewählt, um zu gewährleisten, dass die Versuche mit intakten Zellen 
durchgeführt werden und eine mögliche Verringerung der Expression bzw. Freisetzung 
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proinflammatorischer Mediatoren nicht auf der Grundlage einer Störung der Zellfunktion oder 
gar einer reduzierten Zellanzahl basiert. Durch die mikroskopische Beurteilung der 
Zellmorphologie nach Inkubation mit den o. g. Konzentrationen wurde die Unversehrtheit der 
Zellen bestätigt. 
Die in der vorliegenden Arbeit gewählten Honokiol-Konzentrationen stehen im Einklang mit 
den Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen. Kaushik et al. sowie Chuang et al. verwendeten 
in ihren Experimenten an Mikroglia-Zelllinien ebenfalls Honokiol-Konzentrationen von bis 
zu 10 µM [127, 143]. Die Arbeitsgruppe um Zhang wies bei ihrer in-vivo Studie an Mäusen 
eine mittlere letale Dosis (LD50) von 50,5 mg/kg KG bei intravenöser Applikation einer 
Honokiol-Mikroemulsion nach. In dieser Konzentration ergaben sich Degenerationen der 
Leber-Zellen, Protein-ähnliche Ablagerungen in den Glomeruli der Nieren, Lungenödeme und 
Einblutungen in das Lungenparenchym. In der Testung einer sub-chronischen Applikation 
über 30 Tage betrug die höchste nicht-letale Dosis 500 µg/kg KG [132]. Diese Konzentration 
beträgt das 100fache der Konzentration Honokiols, die nach intraperitonealer Applikation in 
Mäusen antiinflammatorische Eigenschaften auf Mikroglia aufwies [143]. Aufgrund dieser 
Versuche lässt sich eine hohe therapeutische Breite Honokiols annehmen.  
Als weiteres Ergebnis konnte bei den MTT-Versuchen der vorliegenden Dissertation eine 
geringe Steigerung der MTT-Reduktion durch Mikroglia nach Inkubation mit 10 µM 
Honokiol und durch Astrozyten nach Inkubation mit 25 µM Honokiol gezeigt werden, die für 
einen zellproliferativen Einfluss der Substanz spricht.  
Dieses Ergebnis steht im Einklang mit der heutigen Erkenntnis, dass sich die Mikroglia und 
die Astrozyten durch Proliferation lokal selbst erhalten können [53, 65, 182, 183]. An dieser 
Stelle ist wichtig zu erwähnen, dass sich die Mikroglia und Astrozyten nach alleiniger 
Honokiol-Inkubation in den weiteren Versuchen dieser Arbeit in Bezug auf das Gen-
Expressionsprofil im nicht-aktivierten Phänotyp befanden, der sich auch in der 
mikroskopischen Beurteilung der Mikroglia widerspiegelte, sodass die Honokiol-induzierte 
Zellproliferation eher protektive als negative Effekte im ZNS ausüben sollte.  
Weiterhin zeigte der MTT-Test in der vorliegenden Arbeit, dass die LPS-bedingte verminderte 
Zellüberlebensrate der Astrozyten durch eine Stimulation mit Honokiol in den 
Konzentrationen von 10 µM bis 50 µM nicht nur aufgehoben, sondern sogar deutlich 
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gesteigert wurde. Dieses Ergebnis deutet auf eine zellprotektive Wirkung Honokiols auf 
Astrozyten hin. 
In der vorliegenden Arbeit wurde nicht die Toxizität auf Neurone überprüft. Fukuyama et al. 
zeigten in-vitro eine deutlich herabgesetzte Zellviabilität primärer Neurone der Ratte bei einer 
Honokiol-Inkubation in einer Konzentration von 100 µM [138]. Da diese Konzentration um 
das 10- bzw. 4-fache über der in der vorliegenden Dissertation verwendeten Konzentration 
liegt, spricht das Ergebnis nicht gegen den Einsatz von Honokiol als potentielles 
Therapeutikum. Im Gegenteil: Die Arbeitsgruppe um Fukuyama wies in den Konzentrationen 
von 0,1 bis 10 µM Honokiol einen konzentrationsabhängigen neurotrophen Effekt in-vitro auf 
primäre Neurone der Ratte nach [138]. Dies entspricht der Honokiol-Konzentration, die in der 
vorliegenden Arbeit antiinflammatorisch auf Mikroglia wirkte.  
Da Honokiol bislang kaum empirisch in therapeutischer Dosierung an Menschen eingesetzt 
wird, ist wenig über Langzeitnebenwirkungen bekannt. Honokiol werden antikoagulatorische 
Eigenschaften zugeschrieben, sodass der Einsatz bei Patienten mit hämorrhagischen 
Erkrankungen oder bereits bestehender antikoagulatorischer Therapie in Hinblick auf ein 
gesteigertes Blutungsrisiko oder auf mögliche Interaktionen weiter erforscht und deren 
Einsatz als kritisch bewertet werden sollte [129]. Relativiert werden müssen diese Bedenken 
nach den Ergebnissen von Zhang et al., die keine signifikante Änderung der 
Koagulationsparameter Prothrombinzeit (PT), aktivierte partielle Thromboplastinzeit 
(activated partial thromboplastin time, aPTT), Plasmathrombinzeit (PTZ) und Fibrinogen bei 
30 tägiger Applikation von 100 - 2.500 µg Honokiol/kg KG/Tag in Ratten feststellen konnten 
[132]. Als wichtige Nebenwirkung für die klinische Anwendung sollte eine bei Mäusen 
beobachtete Irritation der Gefäßwände nach intravenöser Applikation von Honokiol-
Mikroemulsionen beachtet werden [132]. Zusätzlich wurden für Honokiol Diazepam-ähnliche 
Nebenwirkungen wie Amnesie, motorische Störungen und Sedierung beschrieben [125, 148]. 
Diese könnten die Sturzneigung von Parkinson-Patienten erhöhen sowie die kognitiven 
Fähigkeiten von Patienten mit M. Alzheimer verschlechtern. Sie treten jedoch erst bei einer 
sehr hohen, vermutlich weit oberhalb der für die antiinflammatorische und neuroprotektive 
Wirkung notwendigen Dosierung auf [125, 148]. 
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5.3 Einfluss von Honokiol auf die Morphologie und das Genexpressionsprofil der 
 Mikroglia und Astrozyten  
Die vorliegende Arbeit zeigt, dass Honokiol die Fähigkeit besitzt, die Expression und 
Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren in LPS-aktivierten primären Mikroglia und 
Astrozyten signifikant zu reduzieren. Bereits die morpholgische Untersuchung der Mikroglia 
ergab den Hinweis, dass Honokiol in der Lage ist, die LPS-bedingte Aktivierung der Zellen zu 
unterdrücken. Nach LPS-Stimulation zeigten sich die Zellen in ihrer amöboiden Form, im 
Sinne des klassisch aktivierten M1-Phänotyps, während sie nach Kostimulation mit Honokiol 
und LPS in ihrer ruhenden, ramifizierten Form verblieben. Bei den Astrozyten ließ sich keine 
Änderung des morphologischen Phänotyps feststellen. Es sind in der Literatur jedoch auch 
keine morphologischen Änderungen beschrieben, die auf den Aktivitätszustand der 
Astrozyten rückschließen lassen. 
NO-Freisetzung und iNOS-Expression: NO ist bei hoher Konzentration als eigenständige 
neurotoxische Substanz sowie als Ausgangspunkt für die Bildung von RNS ein wesentlicher 
Mediator der Neuroinflammation (Kap. 1.2.3) [21, 75-77]. Durch die exzessive Freisetzung 
von NO zusammen mit ROS entsteht ein verheerendes Ungleichgewicht zwischen oxidativen 
Stressmechanismen und antioxidativen Prozessen. Dieser Mechanismus trägt wesentlich zum 
neuronalen Sterben im Rahmen neurodegenerativer Erkrankungen bei [81, 82]. Sowohl beim 
M. Parkinson als auch beim M. Alzheimer wiesen einige Arbeitsgruppen eine vermehrte 
Anzahl oxidierter Proteine, DNA und Eisen sowie Lipidperoxide im ZNS nach, bei einer 
verminderten Konzentration des Antioxidans Glutathion [81, 104, 184]. Dabei ist die SNpc 
aufgrund ihrer hohen metabolischen Rate unter pro-oxidativen Bedingungen besonders 
anfällig für neurotoxische oxidative Stressmechanismen [82]. Weiterhin begünstigt oxidativer 
Stress die Bildung von Aβ und die anschließende Nitrierung dieses Proteins verstärkt dessen 
Neigung zur Aggregation [185]. Aβ-Aggregate wiederum aktivieren Mikroglia über deren 
TLRs mit der Folge der weiteren Produktion von NO und ROS sowie anderen, bereits 
beschriebenen proinflammatorischen Mediatoren [6]. Die anhaltend erhöhte Freisetzung von 
NO führt zu einer exzessiven Freisetzung des Neurotransmitters Glutamat. Neben der dadurch 
entstehenden Glutamatexzitotoxizität induziert der Neurotransmitter die weitere NO-Bildung 
in Neuronen [74, 186]. Zusammenfassend entsteht also ein sich selbst verstärkender 
neurotoxischer Kreislauf.  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In dieser Arbeit ließ sich nach 24-stündiger LPS-Stimulation eine stark erhöhte NO-
Konzentration im Zellkulturüberstand der Mikroglia messen, welche nach Koinkubation mit 
Honokiol und LPS signifikant reduziert wurde. Des Weiteren zeigte sich eine Korrelation der 
NO-Freisetzung mit der iNOS-mRNA-Expressionsrate, welche in den LPS-aktivierten 
Mikroglia nach Inkubation mit Honokiol ebenfalls signifikant reduziert wurde, sodass davon 
ausgegangen werden kann, dass die NO-Freisetzung über die iNOS-Expression reguliert wird. 
Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den Untersuchungen von Chao et al., die eine 
konzentrationsabhängige Reduktion der NO-Freisetzung in LPS-stimulierten Makrophagen 
nach Inkubation mit 1 µM bis 10 µM Honokiol zeigen konnten [141], sowie mit den 
Ergebnissen von Kaushik et al., die neben einer Reduktion der NO-Freisetzung auch eine 
reduzierte iNOS-Expression nach Honokiol-Inkubation in einer Mikroglia-Zelllinie der Maus 
nachwiesen [143]. 
Von Post-mortem Untersuchungen an Patienten mit M. Parkinson ist eine verstärkte iNOS-
Expression in Mikroglia der Substantia nigra (SN) bekannt [187]. Die Arbeitsgruppe um 
Arimoto konnte im Tiermodell zeigen, dass durch Inhibition dieser Synthase das Sterben 
dopaminerger Neurone nach LPS-Injektion in die SN signifikant verringert wird. Diese 
Ergebnisse sprechen dafür, dass das NO-induzierte Neuronensterben auf der Grundlage einer 
erhöhten iNOS-Expression basiert [85]. Die Reduktion der iNOS-mRNA-Expression, wie sie 
in der vorliegenden Arbeit nach Honokiol-Inkubation gezeigt wurde, stellt somit einen 
potentiellen Ansatz im Rahmen der Therapie des M. Parkinson dar. 
Kummer et. al. konnten in einem in-vivo Alzheimer-Modell an Mäusen eine verringerte 
Nitrierung und Aggregation von Aβ durch den Einsatz eines spezifischen iNOS-Inhibitors 
nachweisen. Dieses Ergebnis ging mit einer besseren kognitiven Funktion der Tiere 
einher [188]. Vor diesem Hintergrund verspricht der Einsatz von Honokiol durch eine 
Reduktion der iNOS-mRNA-Expression einen weiteren wesentlichen Pathomechanismus des 
M. Alzheimer durchbrechen zu können und sollte in diesem Hinblick weiter erforscht werden.  
Trotz einiger Nachweise, dass auch Astrozyten im Rahmen der Neuroinflammation über die 
verstärkte iNOS-Expression vermehrt NO freisetzen [14], ließ sich in der vorliegenden Arbeit 
keine signifikante Änderung der NO-Freisetzung durch Astrozyten nach LPS- oder Honokiol-
Inkubation feststellen, sodass auf die Untersuchung der iNOS-mRNA-Expression dieser 
Zellen verzichtet wurde. 
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Reduktion der proinflammatorischen Zytokine: Das Ungleichgewicht zwischen dem M1- 
und M2-Phänotyp der Mikroglia mit der exzessiven Freisetzung proinflammatorischer 
Zytokine stellt einen wesentlichen Pathomechanismus in neurodegenerativen Erkrankungen 
dar (Kap. 1.2.3 und 1.2.4) [60, 115]. So zeigten post-mortem Untersuchungen der Gehirne 
von Patienten mit M. Parkinson eine verstärkte Ansammlung von aktivierten Mikroglia und 
proinflammatorischen Zytokinen in der SN. Weiterhin konnte ein Anstieg der mikroglialen 
Aktivität in Frühstadien des M. Parkinson mittels Positronen-Emissions-Tomographie 
nachgewiesen werden, welcher negativ mit der Dichte dopaminerger Nervenzellenden und 
positiv mit der Ausprägung der motorischen Symptomatik korrelierte [7, 189, 190]. Zusätzlich 
sind beim M. Parkinson erhöhte Spiegel der Zytokine IL-6 und IL-1β im Liquor nachweisbar 
[191, 192].  
Dabei ist die Funktion von IL-6 im Rahmen neurodegenerativer Erkrankungen dichotom: 
Muller et al. beschrieben eine umgekehrte Korrelation zwischen dem erhöhten IL-6-Spiegel 
und der Krankheitsausprägung bei Parkinson-Patienten [193]. So wird spekuliert, dass in 
einem frühen Krankheitsstadium die IL-6-Freisetzung positive Effekte auf das Zellüberleben 
der Neurone haben kann [193]. Damit bleibt auch zu diskutieren, ob erhöhte IL-6 Serumwerte 
die Ursache für ein nachgewiesenes gesteigertes Parkinson-Risiko darstellen, oder ob diese 
nicht viel eher Ausdruck einer beginnenden Erkrankung sind, mit dem Versuch eines 
Kompensationsmechanismus des ZNS [194]. Während sich Studien über mögliche erhöhte 
IL-6-Spiegel im Liquor von Alzheimer-Patienten widersprechen [195, 196], wurden in post-
mortem Untersuchungen der Gehirne dieser Patienten erhöhte IL-6-Spiegel in unmittelbarer 
Nähe der Aβ-Plaques nachgewiesen [197]. Im Rahmen der Pathogenese des M. Alzheimer ist 
bekannt, dass IL-6 die Synthese von APP fördert [198]. Während die alleinige in-vitro 
Stimulation von Neuronen mit IL-6 keinen zellulären Schaden auszulösen scheint, wird der 
neurotoxische Effekt von Aβ durch die Kombination mit IL-6 signifikant gesteigert [88, 199].  
Zusammenfassend ist die Funktion von IL-6 im Rahmen neurodegenerativer Erkrankungen 
nicht eindeutig als neurotoxisch oder neuroprotektiv zu beurteilen. Die erhöhte Expression ist 
in Zusammenschau mit dem übrigen Genexpressionsprofil, der Dynamik und Konzentration 
sowie der Begleitpathologien zu werten. Aus diesem Grund erscheint eine vollständige 
Blockierung der IL-6-Expression in der Therapie neurodegenerativer Erkrankungen nicht als 
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sinnvoll, aber wohl hingegen eine Reduktion der IL-6-Freisetzung im Sinne einer 
Neuorientierung der Zellen in den antiinflammatorischen Phänotyp M2. 
In der vorliegenden Arbeit konnte eine signifikante Reduktion der mRNA-Expression und 
Proteinfreisetzung von IL-6 nach 24-stündiger Inkubation mit Honokiol in LPS-aktivierten 
Mikroglia gezeigt werden. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den Versuchen von 
Kaushik et al., die in einer Mikroglia-Zelllinie der Maus eine konzentrationsabhängige 
Reduktion der LPS-induzierten Proteinfreisetzung von IL-6 nach 12-stündiger Inkubation mit 
1 µM sowie 10 µM Honokiol nachwiesen [143]. Weiterhin zeigte die Arbeitsgruppe in einem 
in-vivo Experiment an Mäusen eine signifikante Reduktion der IL-6-Freisetzung im ZNS nach 
intraperitonealer Injektion von Honokiol und LPS im Vergleich zu einer alleinigen LPS-
Injektion [143]. 
Eine Modulation der mRNA-Expression und Proteinfreisetzung von IL-6 in Astrozyten durch 
Honokiol ist bislang nicht beschrieben. Als eine der ersten Arbeiten zeigt die vorliegende 
Dissertation eine signifikante Reduktion sowohl der IL-6-mRNA-Expression nach 3-stündiger 
Inkubation als auch der IL-6-Proteinfreisetzung nach 24-stündiger Inkubation mit Honokiol in 
LPS-aktivierten Astrozyten. 
Als ein weiteres proinflammatorisches Zytokin, welches in erhöhter Konzentration beim 
M. Parkinson und M. Alzheimer nachweisbar ist [90, 91], wurde in dieser Arbeit der Einfluss 
von Honokiol auf die mRNA-Expression von IL-1β in Mikroglia und Astrozyten untersucht. 
Der Einfluss von IL-1β am neurodegenerativen Geschehen wurde bereits in Kap. 1.2.3 mit 
der Aktivierung proinflammatorischer Signalkaskaden über NF-κB und der MAP-Kinasen, 
sowie mit der Erhöhung der neuronalen Vulnerabilität, der neuronalen Apoptose-Induktion, 
der Permeabilitätssteigerung der Blut-Hirn-Schranke und der Rekrutierung von peripheren 
Immunzellen, erläutert. 
In in-vivo Versuchen konnten Carvey et al. einen verstärkten Untergang dopaminerger 
Neurone nach intraparenchymaler Injektion von IL-1β nachweisen [104]. In in-vitro Studien 
wurde durch einen IL-1β-neutralisierenden Antikörper der IL-1β-abhängige Zelluntergang 
Tyrosinhydroxylase-positiver Zellen (als Index für dopaminerge Neurone) in primärer 
mesencephaler Kultur nach LPS-Induktion signifikant reduziert [200]. Somit verspricht die 
Reduktion von IL-1β, eine mögliche therapeutische Wirkung im Rahmen neurodegenerativer 
Erkrankungen zu haben. Da IL-1β in geringer Konzentration jedoch auch neuroprotektive 
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Effekte zugeschrieben werden [96, 100], erscheint eine Wiederherstellung der Homöostase 
der IL-1β-Freisetzung weitaus sinnvoller als deren vollständige Blockade. 
Ein Einfluss von Honokiol auf die mRNA-Expression oder Proteinfreisetzung des zentralen 
proinflammatorischen Zytokins IL-1β in Mikroglia ist in der Literatur bislang nicht 
beschrieben. Als eine der ersten Arbeiten zeigt die vorliegende Dissertation eine signifikante 
Reduktion der LPS-induzierten mRNA-Expression von IL-1β in Mikroglia nach 24-stündiger 
Inkubation mit Honokiol. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den Ergebnissen von Lee et 
al., die eine signifikante Reduktion der LPS-induzierten IL-1β-Proteinfreisetzung in einer 
Makrophagen-Zelllinie der Maus nach 12-stündiger Inkubation mit 10 µM sowie 20 µM 
Honokiol zeigen konnten [201]. 
Weiterhin wurde in der vorliegenden Arbeit erstmalig eine Modulation der IL-1β-mRNA-
Expression in Astrozyten durch Honokiol nachgewiesen: Nach 3-stündiger Koinkubation mit 
Honokiol und LPS wurde die IL-1β-mRNA-Expression im Vergleich zu den LPS-behandelten 
Zellen signifikant reduziert.  
Als drittes proinflammatorisches Zytokin wurde in dieser Arbeit der Einfluss von Honokiol 
auf die mRNA-Expression und Proteinfreisetzung von TNF-α in Mikroglia und Astrozyten 
untersucht. 
TNF-α wird im Rahmen des neuroinflammatorischen Geschehens von Mikroglia und 
Astrozyten freigesetzt und aktiviert u. a. über die MAP-Kinasen und NF-κB die Expression 
sämtlicher proinflammatorischer Mediatoren [70]. Weiterhin kann TNF-α direkt die neuronale 
Apoptose induzieren und ist so maßgeblich am Voranschreiten neurodegenerativer 
Erkrankungen beteiligt [70, 102, 202, 203]. So finden sich in der SN von Parkinson-Patienten 
vermehrt TNF-α-exprimierende Gliazellen, während die dopaminergen Neurone den TNF-
Rezeptor (TNFR) aufweisen [103]. Auch beim M. Alzheimer sind erhöhte TNF-α-Spiegel im 
ZNS, besonders in unmittelbarer Umgebung der Aβ-Plaques, sowie im Liquor der Patienten, 
nachweisbar. Die erhöhten Spiegel des Zytokins scheinen mit dem Krankheitsstadium zu 
korrelieren [90, 101, 204]. Weiterhin gibt es Hinweise, dass erhöhte TNF-α-Spiegel bei 
gesunden Menschen das Risiko erhöhen, an einem M. Alzheimer zu erkranken [101, 
205-207]. Dies lässt sich u. a. dadurch erklären, dass das Zytokin die Bildung von Aβ 
fördert [208-210]. 
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In der vorliegenden Dissertation reduzierte Honokiol signifikant die LPS-induzierte TNF-α-
mRNA-Expression nach 3-stündiger Inkubation, sowie die LPS-induzierte TNF-α-
Proteinfreisetzung nach 24-stündiger Inkubation in Mikroglia. Diese Ergebnisse stimmen mit 
denen der Arbeitsgruppe um Kaushik überein, die eine konzentrationsabhängige Reduktion 
der LPS-induzierten TNF-α-Proteinfreisetzung in einer Mikroglia-Zelllinie nach 12-stündiger 
Inkubation mit 1 µM bzw. 10 µM Honokiol nachwiesen [143]. Ähnliche Ergebnisse wurden 
von Zhang et al. beschrieben [211]. Die Arbeitsgruppe zeigte eine Reduktion der TNF-α-
Proteinfreisetzung bereits nach 6-stündiger Inkubation mit Honokiol in LPS-aktivierten 
primären Mikroglia der Ratte. Weiterhin konnte die Arbeitsgruppe eine Reduktion der TNF-α-
Freisetzung in Glia-Kokulturen nachweisen [211]. Eine Modulation der TNF-α-Expression in 
isolierten Astrozyten wurde bislang hingegen nicht beschrieben.  
In der vorliegenden Dissertation wurde somit erstmalig eine Reduktion der TNF-α-mRNA-
Expression durch Honokiol nach 3-stündiger Inkubation sowie der TNF-α-Proteinfreisetzung 
nach 24-stündiger Inkubation in primären Astrozyten nachgewiesen. Somit verspricht 
Honokiol aufgrund der Eigenschaft einer Reduktion der TNF-α-Freisetzung ein potentielles 
Therapeutikum im Rahmen neurodegenerativer Erkrankungen zu sein. 
Bei einem Einsatz von Pharmaka, die auf einer Reduktion der TNF-α-Freisetzung oder gar 
auf einer vollständigen Blockade der Zytokinfreisetzung bzw. seines Rezeptors beruhen, muss 
jedoch bedacht werden, dass die TNF-α-Wirkung maßgeblich von der Dynamik der 
Freisetzung und den beteiligten Rezeptoren abhängig ist. Während gelöstes TNF (soluble 
TNF, solTNF) über den TNF-Rezeptor 1 (TNFR1) neurotoxisch wirkt, ist membranständiges 
TNF (transmembrane TNF, tmTNF) über den TNF-Rezeptor 2 (TNFR2) für die Homöostase 
des ZNS zuständig und fördert sogar die Bildung von Synapsen sowie die Neurogenese [70, 
101]. McCoy et al. zeigten in in-vivo Studien an Sprague Dawley Ratten, dass die 
Neutralisierung von solTNF die nigrale Degeneration im Parkinson-Modell signifikant 
reduziert [212]. Eine Blockade beider TNFRs über einen längeren Zeitraum scheint hingegen 
nicht sinnvoll und verstärkt sogar die Aβ-Ablagerung im Alzheimer-Modell, da die Mikroglia 
durch die Supprimierung ihre Funktion in der Aufrechterhaltung der Homöostase des ZNS 
verlieren [101]. Dies zeigt erneut, dass eine Neuorientierung der Zellen hin zum 
neuroprotektiven M2-Phänotyp vielversprechender in der Therapie neurodegenerativer 
Erkrankungen scheint, als die einfache Blockierung der Zellen. 
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In weiteren Versuchen sollte überprüft werden, ob Honokiol lediglich die Freisetzung von 
solTNF reduziert, oder auch die von tmTNF. 
Da TNF-α die Expression von IL-1β und IL-6 in Mikroglia bzw. Astrozyten induziert [67, 
213, 214] und in dieser Arbeit die TNF-α-Freisetzung durch Honokiol signifikant gesenkt 
wurde, ist im Umkehrschluss denkbar, dass die Reduktion der IL-1β- und IL-6-Expression 
durch Honokiol, z. T. aus der Reduktion von TNF-α resultiert. Auch die Zytokinkinetik 
spricht für eine TNF-α-abhängige Reduktion von IL-6 und IL-1β in der vorliegenden Arbeit: 
Als frühzeitig exprimiertes Zytokin [214] wurde für TNF-α bereits nach 3-stündiger 
Inkubation der Mikroglia eine Reduktion der mRNA-Expression durch Honokiol festgestellt, 
während die mRNA-Expression von IL-6 und IL-1β erst nach 24-stündiger Inkubation 
signifikant gesenkt wurde. Diese Ergebnisse korrelieren mit der von Anderson et al. 
ermittelten Zytokinkinetik, sowie dem durch die Arbeitsgruppe entworfenen Rückkopplungs-
modell [214].  
Verstärkte Expression des antiinflammatorischen Zytokins IL-10: Ein weiterer möglicher 
Mechanismus der Reduktion der Expression proinflammatorischer Mediatoren durch 
Honokiol scheint die Steigerung der Expression des Zytokins IL-10 zu sein. Die Aktivierung 
der IL-10-Rezeptoren führt über die Phosphorylierung von STAT 3 (signal transducer and 
activator of transcription 3) zur Transkription von Proteinen, die die p65-Untereinheit von 
NF-κB inhibieren (u. a. A20-binding inhibitor of NF-κB activation [Abin-3]), mit der Folge 
der verminderten Expression der proinflammatorischen Zytokine TNF-α, IL-1β und IL-6 
[107, 108]. Weiterhin ist aus in-vitro Experimenten eine Reduktion der LPS-induzierten NO- 
und ROS-Freisetzung durch Mikroglia, nach deren Inkubation mit IL-10, bekannt [215]. Im 
Parkinson-Tiermodell wurde von Arimoto et al. eine signifikante Reduktion der mikroglialen 
inflammatorischen Aktivität nach nigraler Injektion von IL-10  nachgewiesen, die mit einem 
reduzierten dopaminergen Zelluntergang einherging [216]. 
In der vorliegenden Dissertation konnte erstmalig eine signifikante Hochregulation der IL-10-
mRNA-Expression durch Honokiol nach 24-stündiger Inkubation in LPS-aktivierten 
Mikroglia, sowie nach 6-stündiger Inkubation in LPS-aktivierten Astrozyten gezeigt werden. 
Diese Ergebnisse korrelieren mit denen von Li et al., die eine konzentrationsabhängige 
verstärkte Expression von IL-10 in LPS-aktivierten dendritischen Zellen nach Inkubation mit 
10 µM bis 20 µM Honokiol nachwiesen [140]. Die Ergebnisse sprechen dafür, dass die 
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Reduktion der proinflammatorischen Mediatoren durch Honokiol z. T. über die verstärkte 
Expression von IL-10 vermittelt sein kann. 
Neben der antiinflammatorischen Eigenschaft sind viele neuroprotektive Effekte für IL-10 
beschrieben: Die selektive Inhibierung der p65-Untereinheit von NF-κB resultiert in einer 
verstärkten Expression des Glutamat-Wiederaufnahme-Transporters Glutamat Transporter 
(GLT)-1 und wirkt so präventiv der exzitotoxischen Glutamat-Akkumulation im synaptischen 
Spalt entgegen [54, 56, 107]. Gleichzeitig zeigen Neurone nach Aktivierung ihres IL-10-
Rezeptors 1 (IL-10R1) durch die Normalisierung erhöhter intrazellulärer Ca2+-Spiegel sowie 
durch eine erhöhte Expression von anti-apoptotischen Faktoren (u. a. B-cell lymphoma 
(Bcl)-2 und B-cell lymphoma (Bcl)-xl) und durch eine verminderte Expression des pro-
apoptotischen Enzyms Caspase-3 eine erhöhte Resistenz gegenüber Glutamat-induzierter 
Exzitotoxizität und Hypoxie [107, 109-111].  
Bei Patienten mit M. Parkinson lassen sich im Vergleich mit gesunden Kontrollgruppen 
deutlich erhöhte IL-10-Spiegel im Serum feststellen, auch wenn eine Korrelation zwischen 
dem IL-10-Spiegel und der Krankheitsausprägung nicht nachgewiesen wurde [107, 217-219]. 
In einer weiteren Studie konnte durch sportliche Aktivität eine Symptomverbesserung bei 
Parkinson-Patienten erreicht werden, die mit erhöhten IL-10-Spiegeln einherging [220]. So 
scheint die Freisetzung von IL-10 der Versuch des Organismus zu sein, dem 
inflammatorischen Ungleichgewicht in neurodegenerativen Erkrankungen entgegenzuwirken. 
Dieser Hintergrund spricht dafür, dass Honokiol aufgrund der verstärkten Expression von 
IL-10 mit der folgenden Reduktion der proinflammatorischen Mediatoren und verstärkten 
Freisetzung neuroprotektiver Faktoren einen positiven Effekt im Rahmen der Therapie 
neurodegenerativer Erkrankungen haben kann. 
Betrachtet man die unterschiedlichen Inkubationszeiten, die in dieser Arbeit zu einer 
Modulation der mRNA-Expression der untersuchten Zytokine geführt haben, fällt eine 
unterschiedliche Zytokinkinetik auf. Für Astrozyten wurden die Ergebnisse der mRNA-
Expression der proinflammatorischen Zytokine nach 3-stündiger Inkubation gezeigt, da die 
Ergebnisse in Vorversuchen nach 6- bzw. 24-stündiger Inkubation starken Schwankungen 
unterlagen. Die Untersuchung von IL-10 ergab hingegen erst nach 6-stündiger Inkubation 
stabile Ergebnisse. 
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In den Mikroglia ließ sich eine Modulation der mRNA-Expression der Zytokine IL-6, IL-1β 
und IL-10 erst nach 24-stündiger Inkubation feststellen. Für TNF-α hingegeben ließ sich 
bereits nach 3-stündiger Inkubation eine signifikante Modulation nachweisen.  
Eine unterschiedliche Kinetik der Zytokinexpression mit gegenseitigen Feed-back-
Regulationen wurde bereits von anderen Arbeitsgruppen beschrieben [214]. Zusätzlich lassen 
sich die teilweise schwankenden Ergebnisse zu anderen Inkubationszeiten als der 
dargestellten dadurch erklären, dass während der Versuche für die vorliegende Dissertation 
ein Wechsel des verwandten Rattenstammes aufgrund einer Umstellung der Tierzucht des 
Tierhauses der vorklinischen Institute der Christian-Albrechts-Universität zu Kiel stattfand. 
Während die initialen Versuche mit Zellen der Wistar Ratte durchgeführt wurden, erfolgten 
die späteren Versuche mit Zellen der Sprague Dawley Ratte. Dabei wurden aus 
immunologischen Überlegungen nie Zellen des einen Rattenstammes mit denen des anderen 
gemischt.  
Diskussion !90
Abb. 16: Zusammenfassende Darstellung möglicher neuroprotektiver Mechanismen durch Honokiol in 
Mikroglia und Astrozyten. Die Abbildung zeigt den Einfluss von Honokiol auf Mikroglia und Astrozyten. Es 
wird deutlich, dass die Mikroglia und Astrozyten je nach Phänotyp eine neuroinflammatorische oder eine 
neuroprotektive Stellung einnehmen können. Somit kann eine reine Blockade der Zellen oder eine vollständige 
Blockade einzelner Zytokine bzw. Zytokinrezeptoren eher negative Auswirkungen im Rahmen der Therapie 
neurodegenerativer Erkrankungen haben, während eine Neuorientierung der Zellen zum neuroprotektiven 
Phänotyp, z. B. durch Honokiol, vielversprechender erscheint. Die Astrozyten wurden wie in der Arbeit um 
Liddelow [174] in Anlehnung an die Einteilung der Mikroglia als A1- und A2-Phänotyp definiert. Es handelt 
sich um eine skizzierende Darstellung ohne Anspruch auf Vollständigkeit. 
chronische
Exposition
-­  Hemmung  p65-­Untereinheit  von  NF-­κB:
IL-­6  ↓,  IL-­1β  ↓,  TNF-­α  ↓,  NO  ↓,  ROS  ↓
-­  Neurone:  pro-­apoptotisches  Enzym  Caspase  3  ↓,
anti-­apoptotische  Faktoren  (BCL-­2,  BCL-­XL)  ↑
Normalisierung  erhöhter  intrazellulärer  Ca2+-­Spiegel
-­  GLT-­1  ↑  in  Mikroglia
-­  Neuroregeneration  ↑
-­  Neurogenese  ↑
-­  synaptic  scaling  ↑
-­  Neurone:  GABA-­Aktivität  ↑
-­  Astrozyten:  NGF  ↑
-­  Neuroregeneration  ↑
-­  Neurogenese  ↑IL-­6  (geringe  Konzentration)
IL-­1β  (geringe  Konzentration)
TNF-­α  (geringe  Konzentration)
IL-­10
-­  neurotoxisch
-­  Apoptose-­Induktion  in  Neuronen
-­  Rekrutierung  von  Immunzellen
-­  IL-­6  ↑,  IL-­1β  ↑
-­  Permeabilität  Blut-­Hirn-­Schranke  ↑
-­  ICAM-­1  ↑,  E-­Selectin  ↑,  P-­Selectin  ↑  in  Endothelzellen
→  Rekrutierung  von  Immunzellen
-­  Vulnerabilität  gegenüber  Glutamat-­ind.  Exzitotoxizität  ↑
-­  Apoptose-­Induktion  in  Neuronen  über  Astrozyten
-­  TNF-­α  ↑,  IL-­1β  ↑
-­  APP-­Synthese  ↑
-­  in  Kombination  mit  Aβ  →  Neurotoxizität  ↑
-­  Verhinderung  der  Neurogenese
-­  Hemmung  mitochondrialer  Atmungskette
-­  Bildung  von  Peroxinitrit  →  Proteinnitrierung,
Lipidperoxidation,  DNA-­Schäden
-­  Glutamat-­ind.  Exzitotoxizität  ↑
-­  Nitrierung  von  Aβ  →  Aggregation  ↑
IL-­6  (hohe  Konzentration)
IL-­1β  (hohe  Konzentration)
TNF-­α  (hohe  Konzentration)
NO  (iNOS)
Phagozytose  von  Zelldebris,  
fehlgefalteten  Proteinen
(u.  a.  Aβ-­Aggregaten)
-­  IL-­10
-­  IL-­4
-­  IL-­13
-­  IL-­1β
-­  TNF-­α
-­  IL-­6,  IL-­1β,  TNF-­α
-­  β-­Amyloid
-­  Bakterien
-­  Serumkomponenten
-­  Altern,  etc.
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5.4 Einfluss von Honokiol auf intrazelluläre Signalwege in Mikroglia und 
Astrozyten 
Aus Experimenten anderer Arbeitsgruppen ist bereits bekannt, dass Honokiol die Expression 
proinflammatorischer Zytokine in Mikroglia über die Inhibition des Transkriptionsfaktors NF-
κB reduziert [221]. Ein weiterer Weg, über den Honokiol seine antiinflammatorische Wirkung 
vermitteln könnte, wurde in der vorliegenden Arbeit mit einer Reduktion der 
Phosphorylierung von ERK1/2 in Mikroglia gezeigt. 
Die MAP-Kinase ERK1/2 ist an einer Vielzahl diverser zellregulatorischer Vorgänge beteiligt. 
In Mikroglia und Astrozyten wird die ERK1/2-Kaskade als paralleler Weg für die Expression 
proinflammatorischer Mediatoren zu dem über NF-κB- und dem über die MAP-Kinase p38-
vermittelten Signalweg beschrieben [176, 222-225]. Post-mortem Untersuchungen an 
Gehirnen sowohl von Patienten mit M. Alzheimer als auch von Patienten mit M. Parkinson 
zeigten eine Akkumulation von pERK1/2 im ZNS [226-228]. Mittlerweile sind diverse 
Verknüpfungen pathologischer Merkmale neurodegenerativer Erkrankungen mit der ERK-
vermittelten Signalkaskade bekannt. So wurde α-Synuclein als Aktivator der ERK-Kaskade in 
Mikroglia beschrieben, mit der Folge einer gesteigerten Expression von IL-1β, TNF-α und 
NO [228, 229]. Weiterhin scheint eine gesteigerte Aktivität der ERK1/2-Kaskade an einer 
verstärkten Phosphorylierung von tau-Proteinen beteiligt zu sein [227]. Durch den Einsatz 
eines ERK-Inhibitors wurde im Mausmodell ein verzögertes Auftreten tau-assoziierter 
motorischer Symptome beschrieben [230]. Zusätzlich konnte durch die Inhibition der 
ERK1/2-Kaskade die Expression der proinflammatorischen Mediatoren in Mikroglia und 
Astrozyten in-vitro und in-vivo deutlich reduziert werden [176, 222-225, 228]. Somit scheint 
der Einsatz von Inhibitoren der ERK-Kaskade in Mikroglia und Astrozyten ein Ansatz in der 
Therapie neurodegenerativer Erkrankungen zu sein. 
Die 60-minütige Inkubation mit Honokiol zeigte in dieser Arbeit eine tendenzielle Reduktion 
der Phosphorylierung von ERK1/2 in LPS-aktivierten primären Mikroglia. Auch wenn diese 
Ergebnisse nicht signifikant waren, stimmen sie mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen 
überein: sowohl in den ontogenetisch verwandten Makrophagen als auch in einer Mikroglia-
Zelllinie wurde eine Reduktion der LPS- bzw. IFN-γ-induzierten Phosphorylierung von 
ERK1/2 durch Honokiol nachgewiesen [127, 141]. Für eine signifikante Reduktion der IFN-
γ-induzierten ERK1/2-Phosphorylierung in einer Ratten- sowie Maus-Mikroglia-Zelllinie 
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wurde von Chuang et al. eine Inkubationszeit von 4 Stunden untersucht [127], im Gegensatz 
zu der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Inkubationszeit von 60 Minuten. Ähnliche 
Ergebnisse liegen für synoviale Fibroblasten im Modell der rheumatoiden Arthritis sowie für 
glatte Muskelzellen im Modell der Atherosklerose vor [221, 231]. Diese Ergebnisse sprechen 
dafür, dass die Reduktion der Expression proinflammatorischer Mediatoren durch Honokiol in 
LPS-aktivierten Mikroglia zumindest z. T. über die Reduktion der ERK1/2-Phosphorylierung 
resultiert. 
Die in dieser Dissertation gezeigte Tendenz einer passageren Steigerung der ERK1/2-
Phosphorylierung nach 30-minütiger Honokiol-Inkubation  widerspricht den Ergebnissen von 
Chao et. al., die in Monozyten sowohl nach 30 Minuten als auch nach 60 Minuten eine 
Reduktion der Aktivierung der ERK1/2-Kaskade nachwiesen [141]. Weiterhin wirkte sich die 
tendenzielle Aktivierung der Kaskade nicht in Form einer gesteigerten Expression der 
untersuchten proinflammatorischen Zytokine in der vorliegenden Arbeit aus. Generell ist die 
ERK1/2-Kaskase sehr komplex und kann nicht nur auf eine proinflammatorische Rolle im 
Entzündungsgeschehen reduziert werden. Die Signalkaskade ist an einer Vielzahl 
unterschiedlicher, z. T. sogar gegensätzlicher zellregulatorischer Prozessen beteiligt [232]. So 
wiesen Lin et al. im Parkinson-Modell nach, dass eine kurzzeitige, frühe Aktivierung der 
ERK1/2-Kaskade in dopaminergen Neuronen eine zellprotektive Wirkung hat [233]. 
Weiterhin beschrieben Zhai et al. und Lee et al. dass die Inkubation von Neuronen mit 
Honokiol, sowie der verwandten Substanz 4-O-Methylhonokiol, das Neuronenwachstum über 
die Aktivierung der ERK1/2-Kaskade fördert [139, 234]. 
In der vorliegenden Dissertation ließ sich kein Einfluss auf die ERK-Kaskade in primären 
Astrozyten durch Honokiol feststellen. Durch Immunfluoreszenzfärbungen konnte jedoch 
nachgewiesen werden, dass neben Mikroglia auch Astrozyten den Transkriptionsfaktor KLF-4 
exprimieren. KLF-4 ist in einer Reihe von Wachstums- und Differenzierungsprozessen 
diverser Systeme des Organismus involviert [235]. Zuletzt wurde für KLF-4 eine bedeutende 
Rolle in der Mikrogliaaktivierung mit der Folge der Expression proinflammatorischer 
Mediatoren beschrieben. Dabei scheint KLF-4 mit dem Transkriptionsfaktor NF-κB zu 
interagieren, möglicherweise in Form eines Bindungspartners von pNF-κB [144]. Der über 
NF-κB vermittelte Signaltransduktionsweg ist einer der bedeutendsten im inflammatorischen 
Geschehen. Die Aktivierung des Transkriptionsfaktors, z. B. über den TLR4 durch LPS, führt 
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zu seiner Phosphorylierung und konsekutiven Verlagerung in den Zellkern, mit der folgenden 
Induktion der Expression proinflammatorischer Mediatoren wie iNOS, COX-2, TNF-α und 
IL-6 [236, 237]. Die Arbeitsgruppe um Kaushik wies durch Inhibition von KLF-4 in LPS-
aktivierten Mikroglia eine signifikante Reduktion dieser Mediatoren nach [144]. In einer 
weiteren Arbeit wurde Honokiol als ein effizienter KLF-4-Inhibitor in Mikroglia in-vitro und 
in-vivo beschrieben [143]. Somit ist denkbar, dass auch in den Astrozyten die LPS-induzierte 
proinflammatorische Reaktion über den Transkriptionsfaktor KLF-4 vermittelt wird und die 
Reduktion der Expression proinflammatorischer Mediatoren durch Honokiol aus der 
Inhibition dieses Transkriptionsfaktors resultiert. Die Hypothese, dass KLF-4 auch in 
Astrozyten an der Inflammation beteiligt sein kann, wird bestärkt durch die neue Erkenntnis, 
dass der Transkriptionsfaktor in den Astrozyten nach einem ischämischen Ereignis sowohl in-
vitro als auch in-vivo verstärkt exprimiert wird [238]. Von einer Überexpression des 
Transkriptionsfaktors ist bekannt, dass diese in einer verstärkten Expression proinflammato-
rischer Mediatoren in Mikroglia resultiert [143]. 
5.5 Beteiligte Rezeptoren 
Bereits die Molekülstruktur von Honokiol zeigt Gemeinsamkeiten mit Cannabinoid-Rezeptor-
Liganden, sowohl synthetischer als auch pflanzlicher Herkunft [239]. Cannabinoid-
Rezeptoren gehören zu der Gruppe der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und werden in 
zwei Untergruppen unterschieden: Der Cannabinoid-Rezeptor (CB)1 und CB2 [239]. CB1 
wird sowohl im zentralen als auch im peripheren Nervensystem exprimiert. Er ist v. a. auf 
Neuronen und Astrozyten, jedoch auch auf Mikroglia nachweisbar [240, 241]. Der Rezeptor 
wird mit neuroprotektiven Eigenschaften verknüpft, u. a. über die Inhibition einer toxischen 
Neurotransmitter-Freisetzung (Exzitotoxizität) sowie über die Induktion antioxidativer 
Prozesse [241-243]. Weiterhin wird ihm eine analgetische und appetitsteigernde Wirkung 
zugeschrieben [239]. Seine psychoaktiven Effekte und der negative Einfluss auf die 
Gedächtnisleistung begrenzen jedoch einen therapeutischen Einsatz [239, 241]. Der CB2 galt 
lange Zeit als Rezeptor des peripheren Immunsystems. Mittlerweile ist hingegen bekannt, 
dass er ebenfalls von Mikroglia, Astrozyten und Neuronen exprimiert wird [240, 242, 244, 
245]. Über CB2 werden v. a. antiinflammatorische Eigenschaften vermittelt. Seine Expression 
im ZNS wird im Rahmen neurodegenerativer Erkrankungen stark hochreguliert [246, 247]. 
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Über die Aktivierung von CB1 und CB2 konnte eine Reduktion der Freisetzung 
proinflammatorischer Mediatoren, wie NO, IL-6, IL-1β und TNF-α und eine verstärkte 
Expression antiinflammatorischer Zytokine, wie IL-10 und IL-4 sowohl in-vitro als auch in-
vivo in Mikroglia und z. T. auch in Astrozyten nachgewiesen werden [241, 243, 248, 249]. 
Honokiol wurde durch Rempel et al. als Agonist des CB1 beschrieben, sodass die 
antiinflammatorische und neuroprotektive Wirkung über diesen Rezeptor vermittelt sein kann. 
In derselben Studie wurde für Honokiol jedoch auch ein inverser Agonismus an CB2 
nachgewiesen, bei gleicher Affinität zu beiden Rezeptoren [239]. Somit ist denkbar, dass die 
antiinflammatorische Wirkung von Honokiol über zumindest einen weiteren Rezeptor 
vermittelt wird.  
In Studien anderer Arbeitsgruppen wurde eine Interaktion von Honokiol mit dem γ-
Aminobuttersäure (GABA)A-Rezeptor nachgewiesen, der für seine sedierende, anxiolytische 
und muskelrelaxierende Wirkung bekannt ist [250]. Lee et al. wiesen nach, dass eine 
Aktivierung sowohl des GABAA- als auch des GABAB-Rezeptors in LPS- sowie IFN-γ-
aktivierten Mikroglia und Astrozyten in einer Reduktion der Freisetzung proinflammato-
rischer Mediatoren, vermittelt über die Inhibition der Signalkaskade über NF-κB und p38, 
resultiert [251]. Somit ist denkbar, dass die Reduktion der Freisetzung proinflammatorischer 
Mediatoren durch Honokiol über eine Aktivierung des GABAA-Rezeptors vermittelt wird. 
Weiterhin wurde für Honokiol, als ein natürlich vorkommendes Rexinoid, ein Agonismus am 
Retinoid-X-Rezeptor (RXR) beschrieben [252]. Der RXR gehört zu der Gruppe der 
Kernrezeptoren (nuclear receptors, NRs), der nach seiner Aktivierung mit einem weiteren 
RXR ein Homodimer, oder nach Aktivierung eines Parnter NRs, wie z. B. dem Leber-X-
Rezeptor (liver X receptor, LXR), ein Heterodimer bildet. Diese Rezeptoren werden ebenfalls 
von Mikroglia und Astrozyten exprimiert. Ein Agonismus an diesen Rezeptoren reduziert die 
LPS-induzierte proinflammatorische Antwort der Zellen, z. T. über die Inhibition der NF-κB-
vermittelten Signalkaskade [253, 254]. Einschränkend ist zu erwähnen, dass in den Versuchen 
der Arbeitsgruppe um Kotani Honokiol allein nicht potent genug war, RXR-Heterodimere zu 
aktivieren, wohl aber über Agonisten an den Partner NRs die Aktivierung der RXR-
Heterodimere zu potenzieren [252]. 
Somit lässt sich die antiinflammatorische Wirkung Honokiols über mehrere Rezeptoren 
erklären. Für den therapeutischen Einsatz muss in weiterführenden Versuchen überprüft 
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werden, ob die antiinflammatorische Wirkung bereits bei einer Dosierung erreicht wird, bei 
der noch keine unerwünschten psychoaktiven Nebenwirkungen über CB1 auftreten. Weiterhin 
wäre interessant zu erforschen, ob die Kombination eines Agonisten der Partner NRs, z. B. 
Rosiglitazone [255, 256], zusammen mit Honokiol zu einer Potenzierung der anti-
inflammatorischen Wirkung führt. 
5.6 Bewertung der Ergebnisse und Ausblick 
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen das Potential Honokiols, die Mikroglia nach LPS-
Stimulation in ihrem Genexpressionsprofil in Richtung des M2-Phänotyps neu zu orientieren, 
mit der Reduktion der Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren und der verstärkten 
Expression des antiinflammatorischen Zytokins IL-10. Der gleiche antiinflammatorische, 
neuroprotektive Effekt konnte auf Astrozyten nachgewiesen werden. Dabei wurde bereits in 
einer vorherigen Studie von Chao et al. nachgewiesen, dass Honokiol nicht die Bindung von 
LPS an die Zellen antagonisiert oder die Rezeptoren TLR4 und CD14 beeinflusst und so eine 
antiinflammatorische Wirkung vortäuscht [141].  
Somit besteht die Möglichkeit, dass durch den therapeutischen Einsatz von Honokiol der 
Circulus vitiosus der gegenseitigen progredienten inflammatorischen Aktivierung der Zellen 
durchbrochen werden kann, welcher einen wesentlichen Pathomechanismus der 
Neurodegeneration darstellt. Aber nicht nur die Neuorientierung der Mikroglia und 
Astrozyten macht Honokiol zu einem vielversprechenden Agens im Rahmen der Therapie 
neurodegenerativer Erkrankungen. Die Vielzahl neuroprotektiver Eigenschaften, wie die 
Reduktion von oxidativen Stressmechanismen und die verstärkte Freisetzung von 
neurotrophen Faktoren, sind Begleiteffekte, die sich positiv in der Therapie des M. Parkinson 
oder des M. Alzheimer auswirken können [138, 139]. Vorangegangene Studien anderer 
Arbeitsgruppen an Nagetieren zeigten, dass Honokiol ohne Weiteres die Blut-Hirn-Schranke 
überwindet, sodass die erwähnten Effekte im ZNS bei praktikabler Applikation zu erwarten 
sind [133, 135]. Zu bedenken bleibt, dass es sich bei den Versuchen in der vorliegenden 
Arbeit um ein stark simplifiziertes Modell von Entzündungsvorgängen handelt und die 
inflammatorischen Zusammenhänge sich in-vivo weitaus komplexer darstellen. Zusätzlich 
muss bedacht werden, dass die untersuchten Zellen vor dem „pathologischen Reiz“ mit 
Honokiol vorstimuliert wurden. Auf die Realität bezogen entspräche dies einer 
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prophylaktischen Honokiol-Einnahme. Ein solcher Einsatz könnte der altersbedingten 
steigenden Empfindlichkeit des ZNS eine neurodegenerative Erkrankung zu entwickeln 
vorbeugen, indem die Balance zwischen dem M1- und dem M2-Mikrogliatyp gehalten wird 
[163, 166]. Honokiol wird seit Jahrhunderten in der traditionellen chinesischen und 
japanischen Medizin angewendet, sodass Prävalenzstudien zum Auftreten neurodegenerativer 
Erkrankungen an dieser Kohorte aufschlussreiche Ergebnisse erbringen könnte. 
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6 Zusammenfassung
In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung von Honokiol auf Mikroglia und Astrozyten 
in-vitro in Hinblick auf die Frage, ob diese Substanz in der Therapie neurodegenerativer 
Erkrankungen eine Option darstellt, untersucht. Neurodegenerative Erkrankungen, wie der 
M. Parkinson und der M. Alzheimer, verzeichnen aufgrund des demographischen Wandels 
eine steigende Prävalenz in unserer Gesellschaft und werden aktuellen Vorausberechnungen 
nach eine wachsende gesundheitsökonomische Bedeutung in der Zukunft einnehmen, ohne 
dass bislang kausale Therapiekonzepte bekannt sind. Trotz der Heterogenität neuro-
degenerativer Erkrankungen ist ihnen eine inflammatorische Begleitkomponente als 
Pathologie gemeinsam, die den progredienten Neuronenverlust unterhält. Eine Eindämmung 
der Neuroinflammation, an der v. a. die Mikroglia und Astrozyten durch die Freisetzung 
proinflammatorischer Mediatoren beteiligt sind, verspricht das Krankheitsfortschreiten zu 
verlangsamen und Symptome zu lindern. So wurden in den vergangenen Jahren viele 
Pharmaka auf eine potentielle Neuorientierung der Zellen vom proinflammatorischen in den 
antiinflammatorischen Phänotyp untersucht. 
Honokiol ist ein Lignan, welches seit Jahrhunderten in der traditionellen chinesischen sowie 
japanischen Medizin u. a. zur Behandlung von Fieber, Kopfschmerzen, gastrointestinalen 
Beschwerden, thrombotischen Ereignissen und psychischen Erkrankungen Anwendung findet. 
Dafür wird die Substanz aus der Rinde der Magnolia obovata Thunb und der Magnolia 
officinalis Rehd. et Wils. gewonnen und in Form von Tees konsumiert. In den vergangenen 
Jahren wurde eine antiinflammatorische Wirkung durch Honokiol u. a. auf dendritische 
Zellen, Makrophagen sowie Mikrogliazelllinien nachgewiesen. Dabei scheint die Wirkung 
v. a. über die Inhibition der Transkriptionsfaktoren NF-κB und KLF-4 vermittelt zu sein.  
In der vorliegenden Arbeit wurde das Lignan in einem neuroinflammatorischen in-vitro 
Modell durch Stimulation primärer Mikroglia und Astrozyten aus den Hirnen neugeborener 
Ratten mit LPS und Koinkubation mit Honokiol untersucht. In der verwendeten 
Konzentration von 10 µM für Mikroglia und 25 µM für Astrozyten war Honokiol nicht 
zytotoxisch, sondern zeigte sich im MTT-Test vielmehr zellprotektiv. Morphologische 
Untersuchungen deuteten auf das Potential Honokiols hin, die LPS-bedingte Transformation 
der Mikroglia in den aktivierten Phänotyp zu unterbinden. Weiterhin wurde eine signifikante 
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Reduktion der NO-Freisetzung über eine Reduktion der Expression von iNOS in LPS-
stimulierten Mikroglia nach Koinkubation mit Honokiol nachgewiesen. Auch die 
Untersuchungen des Genexpressionsprofils der Mikroglia und Astrozyten deuteten auf eine 
Neuorientierung der Zellen vom proinflammatorischen Phänotyp nach LPS-Stimulation in 
den eher antiinflammatorischen Phänotyp nach Koinkubation mit Honokiol hin, indem die 
Expression der Zytokine IL-6, IL-1β und TNF-α signifikant gesenkt und die Expression des 
Zytokins IL-10 signifikant gesteigert wurde. Auf Proteinebene wurde eine signifikante 
Reduktion der Freisetzung von IL-6 und TNF-α in Mikroglia und Astrozyten nachgewiesen. 
Die sich anschließenden Untersuchungen der ERK1/2-Kaskade zeigten, dass die Reduktion 
der Expression proinflammatorischer Mediatoren in Mikroglia teilweise über eine Reduktion 
der ERK1/2-Phosphorylierungsrate vermittelt sein kann. In den Astrozyten hatte Honokiol 
keinen Einfluss auf die ERK1/2-Phosphorylierung. Als eine der ersten Arbeiten zeigt die 
vorliegende jedoch die Expression des Transkriptionsfaktors KLF-4 morphologisch nicht nur 
in Mikroglia, sondern auch in Astrozyten. Somit ist denkbar, dass die Reduktion der 
Expression proinflammatorischer Mediatoren nicht nur in Mikroglia, sondern auch in 
Astrozyten u. a. aus einer Inhibition von KLF-4 durch Honokiol resultiert. 
Neben den in der vorliegenden Arbeit nachgewiesenen antiinflammatorischen Effekten wurde 
für Honokiol eine neurotrophe Wirkung beschrieben. Da das Lignan die Blut-Hirn-Schranke 
überwindet, erscheint seine Applikation als potentielles Therapeutikum für Erkrankungen des 
Zentralen Nervensystems simpel.  
In Zusammenschau ist Honokiol ein vielversprechendes Agens im Rahmen der Therapie 
neurodegenerativer Erkrankungen, sodass ein möglicher klinischer Einsatz weiter erforscht 
werden sollte.  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